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RÉSUMÉ 
 
 Les MAP kinases sont des enzymes essentielles impliquées dans 7 voies de 
signalisation distinctes qui permettent à la cellule de répondre de manière adéquate aux 
stimuli extra-cellulaires. Chez les mammifères, les MAP kinases les mieux caractérisées 
sont Erk1/2, Jnk, p38 et Erk5. Ces enzymes jouent un rôle important dans l’embryogenèse, 
la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi que dans la réponse au stress. Erk4 est 
un membre atypique de la famille MAP kinase. D’une part, la boucle d’activation de Erk4 
possède un motif SEG au lieu du motif TXY, très conservé chez les MAP kinases. D’autre 
part, Erk4 possède une extension en C-terminal du domaine kinase qui n’est pas présente 
chez les MAP kinases classiques. Jusqu’à présent aucune fonction n’a été attribuée à Erk4. 
De plus, la voie de signalisation ainsi que le mode de régulation conduisant à l’activation de 
Erk4 ne sont pas connus. Le seul substrat de Erk4 identifié jusqu’à maintenant est la 
MAPKAP kinase MK5. L’impact fonctionnel de cette interaction n’est également pas 
connu. Afin d’en apprendre davantage sur la MAP kinase atypique Erk4, nous avons étudié 
le mécanisme d’activation de cette kinase ainsi que sa fonction physiologique par une 
approche de délétion génique chez la souris.  
 
 En ce qui concerne l’activation de Erk4, nous avons montré que la boucle 
d’activation de Erk4 (S186EG) est constitutivement phosphorylée in vivo et que cette 
phosphorylation n’est pas modulée par les stimuli classiques des MAP kinases dont le 
sérum et le sorbitol. Cependant, nous avons observé que la phosphorylation de la S186 
augmente en présence de MK5 et que cette augmentation est indépendante de l’activité 
kinase de l’une ou l’autre de ces kinases. De plus, nous avons établi que la phosphorylation 
de la boucle d’activation de Erk4 est requise pour l’interaction stable entre Erk4 et MK5 
ainsi que pour l’activation, et la relocalisation cytoplasmique de MK5. Ainsi, notre étude a 
permis de révéler que Erk4 est régulée de manière différente des MAP kinases classiques et 
que la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk4 joue un rôle essentiel dans la 
régulation de l’activité de MK5. Parallèlement, nos résultats mettent en évidence 
l’existence d’une “Erk4 kinase”, dont le recrutement et/ou l’activation semble être facilité 
par MK5.  
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 Afin identifier la fonction physiologique de Erk4, nous avons généré des souris 
Erk4-déficientes. L’inactivation génique de Erk4 est viable et les souris ne présentent 
aucune anomalie apparente. Dans le but d’expliquer l’absence de phénotype, nous avons 
regardé si l’expression de Erk3, le paralogue de Erk4, pouvait compenser la perte de Erk4. 
Notre analyse a révélé que l’expression de Erk3 dans les souris Erk4-/- n’augmente pas au 
cours du développement embryonnaire ou dans les tissus adultes afin de compenser pour la 
perte de Erk4. Par la suite, nous avons adressé la question de redondance entre Erk4 et 
Erk3. Dans notre laboratoire, les souris Erk3-déficientes ont également été générées et le 
phénotype de ces souris a récemment été analysé. Cette étude a révélé que l’inactivation 
génique de Erk3 entraîne un retard de croissance intra-utérin, un défaut de maturation 
pulmonaire et la mort néo-natale des souriceaux. Nous avons donc regardé la contribution 
de Erk4 dans ces phénotypes. L’analyse des souris Erk4-/- a révélé que l’inactivation de 
Erk4 n’entraîne pas de retard de croissance ou de maturation du poumon. De plus, nous 
avons montré que l’inactivation additionnelle de Erk4 dans les souris Erk3-/- n’accentue pas 
le phénotype des souris Erk3-déficientes. Ainsi, notre étude a révélé que contrairement à 
Erk3, Erk4 n’est pas essentielle au développement murin dans des conditions 
physiologiques. Parallèlement, nous avons montré que Erk4 et Erk3 possèdent des 
fonctions non-redondantes in vivo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MOTS CLÉS: MAP Kinase, Erk4, régulation, phosphorylation, MK5, fonction 
physiologique, souris, délétion génique, redondance, Erk3. 
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ABSTRACT 
 
 MAP kinases are essential enzymes implicated in 7 distinct signaling pathways that 
allow cells to respond appropriately to extracellular stimuli. In mammals, Erk1/2, Jnk, p38 
and Erk5 are the best characterized MAP kinases. These enzymes play important roles in 
embryogenesis, cell proliferation and differentiation and in response to cellular stresses. 
Erk4 is an atypical member of the MAP kinase family. First, its activation loop is 
composed of an SEG motif instead of the well conserved TXY motif found in MAP 
kinases. Second, Erk4 has a C-terminal extension following the kinase domain that is not 
present in classical MAP kinases. Despite its identification more than a decade ago, the 
function of Erk4 remains elusive. Moreover, the signaling pathway as well as the regulatory 
mechanism leading to Erk4 activation in still uncharacterized. The only identified substrate 
of Erk4 is the MAPKAP kinase MK5, but the functional relevance of this interaction is still 
unknown. To gain information about the atypical MAP kinase Erk4, we decided to study 
the activation mechanism of Erk4 and its physiological function using a gene targeted 
deletion approach in mice. 
 
 Regarding the activation of Erk4, we showed that the activation loop of Erk4 
(S186EG) is constitutively phosphosphorylated in vivo and that this phosphorylation is not 
modulated by classical MAP kinase stimuli such as serum and sorbitol. However, we 
observed that phosphorylation of S186 increases in the presence of MK5 and we showed that 
this increase is independent of the kinase activity of either kinases. Moreover, we 
established that phosphorylation of Erk4 activation loop is required for the stable 
interaction between Erk4 and MK5 as well as for the activation and cytoplasmic 
relocalisation of MK5. Thus, our study reveals that Erk4 is differently regulated than 
classical MAP kinases and that Erk4 activation loop phosphorylation is important for its 
role in the regulation of MK5 activity. In parallel, our results revealed the existence of an 
“Erk4 kinase” whose recruitment and/or activation seems to be facilitated by MK5. 
 
 To gain information about the physiological function of Erk4 we generated Erk4 
deficient mice. Gene-targeted inactivation of Erk4 is viable and these mice present no gross 
abnormality. To explain the absence of phenotype, we analyzed the expression of Erk3, the 
paralog of Erk4, to determine if it could compensate for the loss of Erk4. Our analysis 
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revealed that Erk3 expression in Erk4-/- mice is not up-regulated during embryogenesis nor 
in adult mice tissues in order to compensate for the loss of Erk4. We next addressed the 
question of redundancy between Erk4 and Erk3. In our laboratory, Erk3-/- deficient mice 
were also generated and the phenotype of these mice was recently analyzed. This study 
revealed that gene inactivation of Erk3 leads to intra-uterine growth retardation, lung 
maturation defect and neo-natal lethality. We then investigated the contribution of Erk4 in 
these phenotypes. The analysis of Erk4-/- mice revealed that inactivation of Erk4 did not 
delay intra-uterine growth nor cause pulmonary maturation defect. Moreover, we showed 
that additional loss of Erk4 in Erk3-/-mice does not accentuate Erk3-deficient mice 
phenotype. Thus, this study reveals that, contrary to Erk3, Erk4 is dispensable for mice 
development under normal condition and that Erk4 and Erk3 have non-redundant functions 
in vivo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORDS: MAP Kinase, Erk4, regulation, phosphorylation, MK5, physiological 
function, mice, gene inactivation, redundancy, Erk3 
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1 Introduction 
1.1 Les protéines kinases 
1.1.1 La phosphorylation 
 
 La phosphorylation joue un rôle majeur dans la régulation de l’activité enzymatique, 
la localisation sub-cellulaire, les interactions et les fonctions de plusieurs protéines (55, 
116, 209). Cette modification post-traductionnelle est réversible et assurée par les protéines 
kinases. L’activité enzymatique de cette famille de protéines permet de catalyser le transfert 
du γ phosphate de l’ATP (adénosine triphosphate) sur le substrat (FIG.1.). Chez les 
eucaryotes, l’ajout du phosphate se fait principalement sur des résidus sérines, thréonines et 
tyrosines, plus précisément sur le groupement hydroxyle présent sur la chaîne latérale de 
ces acides aminés (FIG.2).  
 
 
 
FIG. 1. Phosphorylation des protéines. 
La phosphorylation des protéines est une réaction réversible. Le γ phosphate de l’ATP est ajouté sur le 
substrat par les kinases et retiré par les phosphatases.  
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FIG. 2. Représentation des acides aminés phosphorylés par les protéines kinases 
eucaryotes. 
L’ajout du phosphate ce fait sur le groupement hydroxyle des chaînes latérales. 
1.1.2 Le kinome  
 
Les protéines kinases composent environ 2% du génome et forment l’une des plus 
grande famille de protéine chez les eucaryotes (100, 174, 175). Cette famille regroupe à la 
fois les tyrosines et les sérines/thréonines kinases. Ces dernières représentent environ 80% 
des membres de cette famille (175).  
 
Le séquençage du génome humain a permis de révéler l’existence de 518 kinases 
(175). De celles-ci, 40 sont considérées comme des kinases atypiques. Les 478 autres 
kinases sont regroupées en 7 sous-familles différentes. Leur classification est basée 
principalement sur la comparaison de la séquence de leur domaine kinase, mais également 
sur les similitudes des séquences retrouvées à l’extérieur de ce domaine, leurs fonctions 
biologiques et leur classification chez les organismes inférieurs (71, 100, 174, 175). Les 
différentes sous-familles sont la famille TK (tyrosine kinase), TKL (tyrosine kinase-like), 
STE (homologue de la levure STE 7, STE 11, STE 20 kinase), CK1 (casein kinase 1), 
AGC (PKA, PKG, PKC), CAMK (calcium/calmodulin-dependent protein kinase) et  
CMGC (CDK, MAPK, GSK3, CDK-like) (FIG.3.).  
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FIG. 3. Le kinome humain. 
Les 7 grandes familles sont la famille TK (tyrosine kinase), TKL (tyrosine kinase-like), STE (homologue de 
la levure STE 7, STE 11, STE 20 kinase), CK1 (casein kinase 1), AGC (PKA, PKG, PKC), CAMK 
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase) et  CMGC (CDK, MAPK, GSK3, CDK-like). Tiré de (175) et 
adapté par www.cellsignal.com.  
 
1.1.3 Structure du domaine kinase 
 
 Toutes les kinases sont composées d’un domaine kinase d’environ 250 à 300 acides 
aminés, subdivisé en 12 sous-domaines (I-VIa-VIb-XI) (100, 117). À l’intérieur de ces 
domaines, plusieurs résidus sont conservés et jouent un rôle essentiel pour l’activité 
kinasique. Afin de situer ces résidus, la séquence de Erk1(extracellular signal-regulated 
kinase) sera utilisée comme référence. Ces résidus sont entre autres les résidus glycines 
G49XG51XX (sous-domaine I) et la lysine K71 (sous-domaine II) impliqués dans le 
positionnement de l’ATP, l’acide aspartique HRD166LK (sous domaine VIb) qui agit 
comme base catalytique pour initier la réaction du transfert du γ phosphate de l’ATP et 
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l’acide aspartique D184FG (sous domain VII) nécessaire à la liaison des ions Mg2+ 
permettant le positionnement du γ phosphate.  
 
La structure tertiaire du domaine kinase est également bien conservée au sein de 
cette grande famille (100, 117). Cette structure adopte une conformation bi-lobaire (FIG.4). 
Le plus petit lobe, le lobe N-terminal (sous domaine 1 à IV) est composé majoritairement 
de feuillets bêta. Ce lobe est principalement impliqué dans la liaison et le positionnement 
de l’ATP qui s’intercale dans une cavité à l’interface entre les deux lobes. Le lobe C-
terminal (VIB à XI) est quant à lui principalement constitué d’hélices alpha. Il est impliqué 
dans la reconnaissance du substrat et le positionnement du groupement hydroxyle des 
résidus sérines, thréonines et tyrosines du substrat. Le lobe C-terminal contient également 
une petite boucle, appelée la boucle d’activation. Pour la majorité des kinases, la 
phosphorylation de cette boucle est nécessaire pour leur activation (section 1.1.4). Quant au 
site catalytique, il est situé à l’interface du lobe N- et C-terminal. 
 
 
FIG. 4. Représentation de la structure tertiaire des kinases. 
Les kinases adoptent une conformation bi-lobaire. Le site catalytique est situé à l’interface entre les deux 
lobes. La boucle d’activation est située dans le lobe C-terminal. Adapté de la structure de Erk2 sous la forme 
inactive (37).  
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1.1.4 Mécanismes d’activation 
 
Pour la majorité des kinases, la phosphorylation de la boucle d’activation est 
nécessaire pour que la kinase soit active. Cette phosphorylation induit un changement de 
conformation important au niveau de la boucle d’activation et contribue au rapprochement 
des lobes N- et C-terminal (37, 132, 204). Elle participe à l’alignement des résidus 
essentiels à la catalyse ainsi que le positionnement de l’ATP et permet d’exposer le site de 
reconnaissance du substrat (FIG.5). 
  
 
FIG. 5. Représentation de l’environnement de la boucle d’activation des kinases 
lorsque phosphorylée.  
Représentation de la PKA (protéine kinase A). La phosphorylation de Thr197 de la boucle d’activation induit 
un changement de conformation et permet d’aligner les résidus impliqués dans la catalyse, l’ATP et le 
groupement hydroxyle du substrat.. Tiré de (132). 
 
La phosphorylation de la boucle d’activation peut se faire par une autre kinase 
comme elle peut être le résultat d’une auto-phosphorylation. Par exemple, les MAP kinases 
Erk1/2 et Jnk (c-Jun N-terminal kinase) sont phosphorylées sur leur boucle d’activation par 
les MAP kinases kinases MEK1/2 et MKK4/7 respectivement (37, 65, 210) alors que 
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d’autres kinases, comme PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1) (39), vont s’auto-
phosphoryler sur leur boucle d’activation. Dans les deux cas, la boucle d’activation de ces 
kinases est phosphorylée en trans, c’est-à-dire qu’elle est le résultat d’une réaction inter-
moléculaire et non intra-moléculaire (en cis).  
 
Quelques évidences laissent suggérer que l’auto-phosphorylation de certaines 
kinases résulte également d’une réaction intra-moléculaire. Cela semblerait être le cas pour 
les kinases DYRKs (dual-spedificity-tyrosine-phosphorylation-regulated protien kinase) 
(169) et GSK3β (glycogene synthase kinase 3β) (168) pour lesquelles il a été proposé que 
la kinase adopte un état intermédiaire et transitoire lors de la traduction qui lui permet alors 
de s’auto-phosphoryler en cis.  
 
Pour certaines kinases, la phosphorylation de la boucle d’activation est suffisante 
pour que la kinase soit pleinement active. C’est le cas des membres de la famille des MAP 
kinases Erk1/2, Jnk, p38 et Erk5 (47, 210). Pour d’autres, l’activation implique également 
une interaction avec d’autres protéines. Par exemple, pour les CDKs (cyclin-dependent 
kinase), la liaison avec les cyclines est nécessaire pour induire un changement de 
conformation majeur qui permet alors aux CDKs d’être phosphorylées sur leur boucle 
d’activation par la kinase CAK (CDK-activating kinase) (127, 188, 205). De plus, 
l’activation des Cdks requière que deux résidus, une thréonine et une tyrosine, situés à 
l’extrémité N-terminale de la protéine soient déphosphorylés par la phosphatase Cdc25 
(188, 205). 
 
L’activation de la PKA (protéine kinase A) est également régulée par des 
interactions protéines-protéines (130, 152). Cette kinase est constituée de 2 sous-unités 
catalytiques (C2) qui contiennent le domaine kinase, et de 2 sous unités régulatrices (R2). 
Les sous-unités C sont phosphorylées sur la boucle d’activation de manière constitutive 
(auto-phosphorylation). Cependant, elles sont maintenues inactives par les sous unités R. 
Ces dernières possèdent un motif qui agit à titre de pseudo-substrat. Ce motif se lie au site 
de reconnaissance du substrat des sous-unités C afin d’inhiber leur activité. L’augmentation 
des niveaux d’AMPc (adénosine monophosphate cyclic), un second messager produit par 
l’activation de l’adénylate cyclase, permet de relâcher cette inhibition. L’AMPc se lie aux 
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sous-unités R, ce qui induit alors un changement de conformation important qui entraîne la 
dissociation du complexe. 
 
L’activation des kinases est également régulée par des interactions intra-
moléculaires. C’est le cas par exemple de la kinase Src (sarcoma kinase)  (224, 289, 290). 
Src possède deux domaines situés en N-terminal du domaine kinase, soit un domaine SH2 
et SH3. Ces domaines sont connus pour interagir avec les protéines qui possèdent des 
résidus tyrosines phosphorylés et des régions riches en résidus prolines, respectivement. Src 
est maintenue dans une forme catalytiquement inactive via la phosphorylation, par la kinase 
Csk (c-Src tyrosine kinase), d’une tyrosine présente dans sa queue C-terminale et via une 
région riche en résidus prolines, située entre le domaine kinase et le domaine SH2. Ceci a 
pour  conséquence de lier le domaine SH2 et SH3, et bien que les régions touchées par ces 
interactions soient éloignés de la boucle d’activation, de replier la kinase et d’assurer une 
rigidité qui l’empêche d’adopter une conformation active. Cette inhibition est relâchée 
lorsque la tyrosine en C-terminal est déphosphorylée ou encore lorsque les domaines SH2 
et/ou SH3 sont recrutés par d’autres ligands, ce qui permet alors à Src de s’auto-
phosphoryler sur sa boucle d’activation et d’être pleinement active. 
 
Ainsi, bien que les kinases présentent énormément de similitudes entre-elles au 
niveau de leur domaine kinase, différents mécanismes d’activation prennent place afin 
d’activer les différentes kinases au moment opportun.  
1.2 Les MAP kinases 
 
  Les MAP (mitogen-activated protein) kinases sont des sérine/thréonine kinases 
impliquées dans plusieurs voies de signalisation cellulaire. Ces voies de signalisation 
permettent de moduler et de contrôler la réponse cellulaire afin que la cellule puisse 
répondre de manière adéquate aux divers stimuli extracellulaires environnants. Les MAP 
kinases jouent un rôle important dans l’embryogenèse, la prolifération et différenciation 
cellulaire, la réponse immunitaire, l’apoptose, la survie cellulaire et la réponse au stress (43, 
75, 210, 285). 
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  Les MAP kinases font partie d’une grande famille d’enzymes très conservées dans 
l’évolution, de la levure jusqu’à l’homme (75, 285). Ces enzymes font partie de modules 
kinase dont l’activation implique la phosphorylation en série de trois kinases soit une MAP 
kinase kinase kinase (MAPKKK ou MEKK), une MAP kinase kinase (MAPKK ou 
MEK/MKK) et une MAP kinase (MAPK). Chez les mammifères, les MAP kinases 
définissent 7 voies de signalisation distinctes (47, 58) (FIG.6.). Cette famille comprend 14 
membres, soit Erk1 et Erk2 (Extracellular signal-regulated kinase), Jnk 1, 2 et 3 (c-Jun N-
terminal kinase) et p38 α, β, δ et γ et Erk5 considérées comme des MAP kinases classiques, 
ainsi que, Erk7(Erk8), Nlk (nemo-like kinase), Erk3 et Erk4. Ces dernières sont considérées 
comme atypiques ou non-conventionnelles à cause de leurs particularités respectives par 
rapport aux MAP kinases classiques. 
 
 
FIG. 6. Les MAP kinases définissent 7 voies de signalisation distinctes. 
Les différentes voies de signalisation ont été nommées en fonction des MAP kinases qu’elles activent, soit la 
voie Erk1/2, Jnk, p38, Erk5, Erk3/4, Nlk et Erk7. Adapté de (58). 
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1.2.1 Les MAP kinases classiques  
1.2.1.1 Erk1/2, Jnk et p38   
1.2.1.1.1 Identification 
 
 L’identification des MAP kinases classiques s’est déroulée vers la fin des années 80 
et le début des années 90. Erk1 a été la première sérine/thréonine kinase identifiée et 
caractérisée comme étant elle-même phosphorylée en réponse à l’insuline sur deux résidus, 
soit une tyrosine et une thréonine (218). Cette kinase s’avéra être la même enzyme 
caractérisée par d’autres groupes comme étant phosphorylée sur un résidu tyrosine en 
réponse à d’autres facteurs de croissance, tels le PDGF (platelet-derived growth factor) et 
l’EGF (epidermal growth factor)(56) ainsi que par les esters de phorbol, tel le TPA (12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) (145). Au début des années 90, le cDNA de Erk1 a été 
isolé (28) puis en 1991 celui de Erk2 (27).  
 
  En réponse à un stress, Jnk, aussi appelé SAPK (stress-activated protein kinase), a 
d’abord été purifiée à partir du foie de rat traité à la cycloheximide, un inhibiteur de la 
synthèse protéique (161). Parallèlement, elle a été identifiée comme étant activée en 
réponse aux ultraviolets et responsable de la phosphorylation en N-terminal du facteur de 
transcription c-Jun (110, 214). En 1994, le cDNA de Jnk1 a été isolé (69, 162), ce qui a 
permis par la suite d’identifier deux autres membres de cette sous-famille de kinases, soit 
Jnk2 et Jnk3 (96).  
 
  En 1994, p38, une autre MAP kinase activée en réponse au stress a été identifiée par 
trois groupes de recherche. D’une part, p38 a été identifiée comme une kinase elle-même 
phosphorylée sur une tyrosine en réponse à un stress causé par des endotoxines et par une 
hyper-osmolarité (98). D’autre part, en réponse à l’IL-1 (interleukine) et à l’arsenite, elle a 
été identifiée comme la kinase de MK2 (MAP kinase-activated protein kinase 2 
MAPKAPK2) (225). Parallèlement, p38 a été identifiée suite à sa caractérisation comme 
étant une cible de l’inhibiteur pharmacologique SB203580 permettant l’inhibition de la 
synthèse de cytokines pro-inflammatoires dont le TNFα (tumor necrosis factor α ) (164). 
Au cours des années qui suivirent, trois autres isoformes ont été identifiées soit p38β (128), 
p38γ (166) et p38δ (129). 
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1.2.1.1.2 Identité protéique et structure 
 
 Erk1 et Erk2 sont des protéines de 44 et 42kDa respectivement. Ces deux isoformes 
possèdent 85% d’identité protéique entre-elles. Les différentes isoformes de Jnk partagent 
environ 40% d’identité protéique avec Erk1 au niveau du domaine kinase et 87% entre-
elles. La portion C-terminale varie de taille, ce qui engendre des protéines de 46 et 54 kDa.  
Les différentes isoformes de p38, allant de 38kDa à 43kDa, présentent entre 40 et 50% 
d’identité protéique avec Erk1 à l’intérieur du domaine kinase et plus de 60% entre-elles. 
 
 Les MAP kinases classiques sont principalement constituées d’un domaine kinase. 
Leur boucle d’activation est définie par la présence du motif TXY, motif très conservé chez 
cette famille de kinase (100, 101). La phosphorylation de la thréonine et de la tyrosine 
composant ce motif entraîne l’activation des MAP kinases. Cette double phosphorylation 
est essentielle pour l’activité enzymatique puisque, tel que démontré pour Erk2, la mutation 
de la Tyr183 ou de la Thr185 par un résidu alanine ou phénylalanine abolit totalement 
l’activité kinase (222).  
 
 Les MAP kinases phosphorylent leurs substrats sur un résidu sérine ou thréonine 
suivi d’une proline (proline-directed kinase). Le lobe C-terminal contient le site impliqué 
dans la reconnaissance du substrat, appelé le site P+1, qui lie spécifiquement les substrats 
contenant la séquence consensus Pro-X-Ser/Thr-Pro. Le site P+1 est contigu à la boucle 
d’activation. La phosphorylation par une kinase des résidus Thr et Tyr (motif TXY) de la 
boucle d’activation engendre l’activation des MAP kinases, ce qui permet le rapprochement 
des lobes N- et C-terminal, l’alignement des résidus essentiels à la catalyse ainsi que 
l’exposition du site P+1 (37, 132). 
                   
 Les MAP kinases possèdent également des domaines spécifiques d’interaction 
protéique. Le premier domaine identifié, le domaine CD (common Docking), est 
particulièrement conservé chez les MAP kinases classiques. Ce domaine est composé du 
motif DXX(D/E) (229, 267). La présence de ces résidus acides permet aux MAP kinases 
d’interagir avec des partenaires qui possèdent un motif composé de résidus basiques et 
hydrophobes, appelé le domaine D (docking). Ce domaine est présent sur plusieurs 
substrats des MAP kinases dont c-Jun, RSK1-4 (p90 Ribosomal S6 Kinase) et MK2, sur 
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des kinases activatrices dont MEK1 ainsi que sur toutes les phosphatases MKPs (MAP 
kinase phosphatase) (133, 228, 267, 268, 300). 
 
 Au cours des années 2000, d’autres domaines d’interaction, dont le domaine ED 
composé de résidus acides et le sillon hydrophobe, ont été caractérisés suite à la 
cristallographie des MAP kinases classiques, seules et en complexe avec différents 
substrats, activateurs, phosphatases et inhibiteurs (9, 42, 109, 268, 308). Ces études ont 
permis de montrer que ces domaines d’interaction augmentent la spécificité de liaison entre 
les différentes MAP kinases et leurs partenaires respectifs. Elles ont aussi permis de révéler 
que la liaison des différents partenaires affecte de manière différente la conformation des 
MAP kinases. 
1.2.1.1.3 Profil d’expression 
 
 Erk1 et Erk2 sont exprimées de façon ubiquitaire tout en présentant un patron 
d’expression variable selon les tissus et le type cellulaire. Elles sont fortement exprimées 
dans le cerveau, le muscle squelettique, le thymus et le coeur (27).  
 
 Jnk1 et Jnk2 sont également des protéines ubiquitaires alors que l’expression de 
Jnk3 se limite au système nerveux, au cœur et aux testicules (131, 299).   
 
 p38α et p38β sont aussi exprimées de façon ubiquitaire (128). Quant aux deux 
autres isoformes, p38γ est fortement exprimée dans le muscle squelettique alors que p38δ 
est principalement exprimée dans les testicules, le pancréas, le rein et l‘intestin (90). 
1.2.1.1.4 Voies de signalisation 
1.2.1.1.4.1 Activation  
 
 Erk1 et Erk2 sont principalement activées en réponse aux facteurs de croissance, tel 
l’EGF, le PDGF, le NGF (nerve growth factor) et en réponse à l’insuline (27). Jnk et p38 
sont principalement activées par différents stress cellulaires (hyper-osmolarité, rayons 
ultraviolets) (98, 164) ainsi qu’en réponse aux cytokines dont IL-1 et le TNFα (252) (84, 
215). 
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 L’activation de la voie Erk1/2 implique principalement les récepteurs RTKs 
(récepteur tyrosine kinase). Dans un premier temps, la liaison du ligand va induire l’homo-
dimérisation du récepteur et son autophosphorylation en trans. Cet état de phosphorylation 
va permettre le recrutement de la protéine adaptatrice GRB2 (growth factor receptor-bound 
protein 2) et de l’échangeur nucléotidique guanylique SOS (son of sevenless). SOS va par 
la suite activer la petite GTPase Ras en échangeant le GDP (guanosine 5'-diphosphate), lié 
à la forme inactive de Ras, pour le GTP (guanosine 5'-triphosphate). La conversion de 
RasGDP en RasGTP va conduire à l’activation de Raf, la première kinase du module kinase 
Erk1/2 (180). La voie Erk1/2 peut également être activée par les récepteurs GPCRs (G-
protein-coupled receptor). Dans ce cas, l’activation de Raf peut se faire via des mécanismes 
qui dépendent ou non de l’activation de Ras (91, 180). 
 
 L’activation des voies Jnk et p38 implique entre autre les récepteurs de cytokines 
dont TNFR1/2 (tumor necrotic factor receptor 1/2), via le recrutement de TRAF2 (TNFR-
associated factor 2) (196, 303) ainsi que le récepteur à l’IL-1, via le recrutement de TRAF6 
(170). Le recrutement des protéines adaptatrices TRAFs va par la suite entraîner 
l‘activation des MAPKKKs du module kinase Jnk et p38 (53, 119). Ces deux voies de 
signalisation sont également activées par les GPCRs (91, 245, 293) ainsi que par les petites 
GTPases de la sous-famille Rho, dont Rac et Cdc42 (15, 57).  
1.2.1.1.4.2 Module kinase 
 
 L’activation du module kinases cause la phosphorylation en série de trois kinases 
soit une MAPKKK, une MAPKK et enfin une MAP kinase (FIG. 7).  
 
 L’activation de Erk1/2 implique principalement l’activation des MAPKKKs de la 
sous-famille Raf, telles Raf1 (177), A-Raf (22) et B-Raf (125). Ces kinases vont par la suite 
activer les MAPKKs MEK1 et MEK2 (8, 61, 306) qui elles vont phosphoryler Erk1 et 
Erk2. Les MAPKKKs MEKK1-3, ainsi que Tpl2/Cot sont également capables d’activer la 
voie Erk1/2 (20, 50, 64, 304).  
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FIG .7. Activation du module kinase. 
L’activation du module kinase cause la phosphorylation en série de trois kinases, soit une MAPKKK, une 
MAPKK et enfin une MAP kinase. P (Phosphate), S/T (Sérine/Thréonine). 
 
 
 Les MAPKKKs impliquées dans l’activation de Jnk et p38 sont très nombreuses. 
Dans des expériences de surexpression et in vitro, la plupart de ces MAPKKKs sont 
capables d’engendrer l’activation de Jnk et p38 à différentes échelles. Par conséquent, la 
spécificité de ces enzymes au niveau physiologique reste encore ambigüe. Parmi elles, on 
retrouve TAK1 (TGF-β-activated kinase) (291), ASK1 (apoptosis signal regulating kinase 
1) (120), Tpl2/Cot (50, 64),  MEKK1-3 (20, 67, 296), MLK2/3 (mixed lineage kinase 2/3) 
(111, 273) ainsi que DLK (dual-leucine zipper kinase) (82),  qui semblent quant à elles plus 
spécifiques à la voie Jnk et TAO-1 (thousand and one-1) (118) spécifique à la voie p38. Ces 
MAPKKKs vont par la suite activer les kinases activatrices de Jnk et p38, soit MKK4 (236) 
et MKK7 (275) ainsi que MKK3 (70) et MKK6 (99, 189), respectivement.  
1.2.1.1.4.3 Substrats  
 
 Les MAP kinases ont un nombre impressionnant de substrats, ce qui explique 
pourquoi leurs fonctions sont si nombreuses et diversifiées (210, 302). Erk1/2 ont comme 
substrat plusieurs kinases dont RSK1/4 et MSK1/2 (mitogen and stress-activated kinase 
1/2) (228) ainsi qu’un grand nombre de facteurs de transcription dont Elk-1 (ETS-like-1) 
(88), Sap-1 (SRF accessory protein) (126), c-Fos (46) et c-Myc (66).  
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 Les substrats de Jnk sont presqu’exclusivement des facteurs de transcription, dont c-
Jun (69), ATF-2 (Activating transcription factor) (97), p53 (115) et Elk-1 (310). Ce dernier 
est d’ailleurs un point de convergence entre la voie Erk1/2 et Jnk (310).  
 
 p38 compte aussi parmi ses substrats plusieurs facteurs de transcription dont ATF-2 
(215)  et Sap-1 (212), point de convergence entre la voie Erk1/2 et p38 (211), ainsi que 
plusieurs protéines kinases dont MNK1/2 (MAPK-interacting kinase 1/2) (228), MSK 1/2 
(13), MK2(225) et MK5/PRAK (p38-regulated/activated kinase) (199). 
1.2.1.1.4.4 Régulation par les protéines d’échaffaudages 
 
 Les protéines d’échafaudage jouent un rôle important dans la régulation de l’activité 
kinase.  Elles contribuent à assurer une réponse plus spécifique et une activation rapide du 
module kinase en mettant à proximité les différentes composantes de ce module (73, 191, 
283). Parallèlement, elles vont influer sur la localisation des kinases ou encore empêcher 
leurs interactions avec d’autres protéines afin de prévenir une activation inadéquate (73, 
191, 283). Chez les mammifères, on retrouve entre autres les protéines d’échaffadage KSR 
(kinase suppressor of Ras) et Paxillin impliquées dans l’assemblage du module kinase 
Erk1/2, ainsi que les protéines de la famille JIP (Jnk-interacting protien) quant à elles 
impliquées dans l’assemblage du module kinase Jnk et p38 (73, 191, 283).      
1.2.1.1.4.5 Inactivation par les protéines phosphatases  
 
 L’activation des MAP kinases est associée à la phosphorylation de deux résidus, 
soit une thréonine et une tyrosine, présents dans la boucle d’activation. L’état de 
phosphorylation de cette boucle d’activation se doit d’être finement régulé afin qu’en 
réponse aux stimuli extracellulaires, les différentes voies de signalisation MAP kinases 
soient activées de manière spécifique et que la durée et la magnitude de cette activation 
soient modulables. Cet état de phosphorylation est régulé d’une part par les kinases 
activatrices en amont des MAP kinases et d’autre part par la présence dans le cytoplasme et 
dans le noyau d’un grand nombre de phosphatases de diverses spécificités. 
 
 Les MKPs ou DUSPs (dual specificity phosphatase) sont des phosphatases à double 
spécificité capables de déphosphoryler les résidus théonine et tyrosine (207). Cette famille 
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de phosphatases compte 10 membres dont MKP-3, spécifique à Erk1/2 (192), MKP-5 
spécifique à Jnk et p38 (192, 270) et MKP-1 capable d‘inactiver Erk1/2, Jnk et p38 (52). En 
plus de la spécificité de liaison des MKPs pour les différentes MAP kinases, l’inactivation 
adéquate des MAP kinases est assurée par la régulation spatio-temporelle de ces 
phosphatases. Par example, certaines MKPs sont régulées au niveau transcriptionnel et 
localisées dans le noyau, tel que MKP-1 alors que d’autres, sont activées de façon post-
transcriptionnelle et majoritairement cytosoliques, tel que MKP-3 (146). De plus, plusieurs 
stimuli des voies MAP kinases sont capables d’induire l’expression des MKPs (264), ce qui 
suggère que ces enzymes font également partie d’un mécanisme de régulation rétroactive 
négatif.  
 
 Puisque l’activation des MAP kinases nécessite la phosphorylation des deux résidus 
présent dans la boucle d’activation, soit une thréonine et une tyrosine, la déphosphorylation 
d’un seul de ces résidus conduit à l’inactivation des MAP kinases. Ainsi, en plus des MKPs 
à double spécificité, les sérine/thréonine phosphatases (PP), dont PP2C, ainsi que les 
tyrosines phosphatases (PTP), dont HePTP (hematopoietic PTP)  et STEP (strial enriched 
phosphatase), sont aussi impliquées dans l’inactivation des MAP kinases (146, 264). De 
plus, certaines de ces phosphatases sont capables d’inactiver plusieurs membres d’une 
même voie MAP kinase. Par exemple, PP2A peut inhiber la voie Erk1/2 et p38 via la 
déphosphorylation de MEK1/2 (135, 281) et de MKK3, respectivement (213) alors que 
PP2C peut aussi déphosphoryler MKK4 et MKK6 (262, 265). 
1.2.1.1.4.6 Fonctions 
1.2.1.1.4.6.1 Erk1/2 
1.2.1.1.4.6.1.1 Prolifération cellulaire 
 
 Erk1/2 sont d’importants régulateurs de la croissance et de la prolifération 
cellulaire. Elles sont rapidement activées (5-10 min) par les mitogènes. Cette activation se 
traduit par une augmentation forte et transitoire de l’activité Erk, suivi d’une deuxième 
phase d’activité plus faible mais soutenue qui persiste jusqu’à la fin de la phase G1 du cycle 
cellulaire (181, 186). L’activation soutenue de Erk1/2 est nécessaire pour permettre la 
transition G1/S (195, 292).  
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 La première évidence directe de l’implication de Erk1/2 dans le contrôle de la 
prolifération découle de l’observation que la surexpression d’une forme catalytiquement 
inactive de Erk1 ou l’utilisation d’ARN anti-sens contre Erk1/2 exerce un effet dominant 
négatif sur la prolifération des fibroblastes (208). L’utilisation d’un mutant dominant-
négatif de MEK1 (241), d’inhibiteur (72) ou encore d’une forme constitutivement active de 
MEK (30) a aussi permis de confirmer l’importance de cette voie de signalisation dans la 
prolifération cellulaire. 
 
 Erk1/2 exercent un contrôle sur la prolifération cellulaire de plusieurs manières. 
Erk1/2 phosphorylent et activent le facteur de transcription Elk-1, ce qui induit l’expression 
de gènes précoces (IEG) dont celle du proto-oncogène c-Fos (88, 89, 113). De plus, Erk1/2 
phosphoryle c-Fos, ce qui augmente sa stabilité et conduit à son accumulation (195). 
Parallèlement, c-Fos se lie avec c-Jun et former le facteur de transcription AP-1 (activating 
protein 1) (284). Le facteur de transcription AP-1 est également un important régulateur de 
l’expression de gènes précoces (140). Une autre cible importante de ce facteur de 
transcription est le gène de la cycline D1 (10, 246). Les cyclines D en complexe avec les 
Cdks (cyclin-dependent kinase) permettent la transition de la phase G1/S et la progression 
du cycle cellulaire (248). 
 
 En parallèle, Erk1/2 régulent l’expression de gènes pro-prolifératifs en activant les 
MAPKAP kinases RSK1/2 et MSK1/2 (228, 271). Les RSKs phosphorylent et activent 
plusieurs facteurs de transcriptions, dont CREB (cAMP response element-binding protein) 
(288), SRF (serum response factor), impliqués dans l’expression de gènes précoces. 
MSK1/2 phosphorylent aussi le facteur de transcription CREB (286). Ces deux kinases 
jouent également un rôle important au niveau de la réponse nucléosomale en phosphorylant 
les histones H3 et la protéine HMG-14 (high-mobility-group protein) afin de remodeler la 
chromatine et de réguler l’activité transcriptionnelle (255).  
 
 Erk1/2 contrôlent également la prolifération en stabilisant le proto-oncogène c-Myc 
(240), un important régulateur de la croissance cellulaire, de la progression du cycle 
cellulaire et de l’apoptose (80). 
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 En plus de contrôler la transition G1/S (185), Erk1/2 joue un rôle dans la synthèse 
protéique. Erk1/2 régulent de manière positive l’activité de mTOR (mammalian Target of 
rapamycin) en inactivant le complexe TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2) (38, 172, 
227), un régulateur négatif de l’activité de mTOR. mTOR joue un rôle essentiel dans la 
croissance cellulaire, la biogénèse des ribosomes et l’initiation de la traduction en réponse 
aux facteurs de croissance et en fonction de la disponibilité en nutriments (106). mTor joue 
également un rôle important dans la synthèse des lipides, le métabolisme et la biogénèse 
des mitochondries.(163) 
 
 En plus de jouer un rôle dans la synthèse protéique, Erk1/2 régulent également la 
synthèse nucléotidique en activant la carbamoyl-phosphate synthétase, enzyme impliquée 
dans l’étape limitante de la synthèse des nucléotides pyrimidiques (94). 
 
 Évidemment, l’importance de Erk1/2 dans le contrôle de la prolifération fait en 
sorte que ces deux kinases sont aussi impliquées dans la croissance des cellules tumorales. 
Une suractivation de la voie Erk1/2 est d’ailleurs suffisante pour induire la transformation 
des cellules (176, 279). De plus, une activation constitutive et aberrante de la voie Erk1/2, 
due à des mutations dans la petite GTPase Ras ou la MAPKKK Raf, est un événement 
fréquent dans plusieurs types de cancers (74, 79). 
1.2.1.1.4.6.1.2 Différenciation cellulaire 
 
 Erk1/2 jouent un rôle essentiel dans le développement des thymocytes. 
L’inactivation conditionnelle de Erk2 au cours du développement des thymocytes a révélé 
que Erk2 joue un rôle important dans la sélection positive, principalement pour la 
maturation des thymocytes SP CD4+ (83). De plus, la différenciation des cellules DP en 
cellules SP est complètement abolit suite à l’inactivation additionnelle de Erk1 (83).  
 
 Erk1 joue également un rôle dans la différenciation des adipocytes (25, 26). Les 
souris Erk1-/- ont moins de tissus adipeux et elles sont résistantes à l’obésité induite par une 
diète riche en gras (25). En accord avec le phénotype observé, les souris Erk1-/- présentent 
un défaut au niveau de l’adipocytogénèse (25). Une diminution du réservoir de cellules pré-
adypocytes semble en être la cause. 
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1.2.1.1.4.6.1.3 Fonctions cognitives 
 
 L’inhibition de la voie Erk1/2 par des inhibiteurs pharmacologiques de MEK, dont 
le PD9805, le U0126 et le SL327, a permis de révéler l’implication de Erk1/2 dans les 
fonctions cognitives. En effet, les rats dont l’activité Erk est inhibée présentent des 
difficultés d’apprentissage (242) et de mémoire à long terme (14, 238, 280).   
 
 D’autre part, l’inactivation conditionnelle de Erk2 chez la souris dans les cellules 
neuronales progénitrices du cortex cérébral provoque chez ces animaux un déficit profond 
d’apprentissage dans certains tests de conditionnement par la peur (235). À l’opposé, 
l’analyse des souris Erk1-/- lors de tests semblables a montré que ces animaux ont une 
meilleure capacité d’apprentissage et de mémoire à long terme (179). Le phénotype observé 
semble attribuable à une augmentation de l’activité de Erk2 (179). Ces résultats confirment 
le rôle positif de Erk2 dans les fonctions cognitives et d’autre part que les niveaux de Erk1 
sont importants pour empêcher une sur-activation de Erk2 (179).  
 
 De façon intéressante, l’inhibition de Erk1/2 induit également un blocage de la 
mémoire à long terme des comportements induit par la cocaïne, suggérant ainsi que Erk1/2 
pourraient être impliquées dans l’effet de dépendance causé par les drogues (278).  
1.2.1.1.4.6.1.4 Développement 
 
 Contrairement aux souris Erk1-/-, les souris nulles pour le gène Erk2 meurent au 
cours du développement embryonnaire (105, 230, 301). Dans un fond génétique C57BL/6, 
l’inactivation de Erk2 conduit à une létalité très précoce dans le développement 
embryonnaire (E8.5), due à un défaut dans la formation du cône ectoplacentaire et de 
l’ectoderme extra-embryonnaire responsable de la formation de la partie fœtale du placenta 
(230). Dans un fond génétique BALB/C, la létalité embryonnaire survient un peu plus tôt 
dans le développement (E6.5) suite à un défaut de maturation du mésoderme (301). Enfin, 
une dernière étude arrive à la conclusion que le phénotype de létalité embryonnaire résulte 
d’un défaut du développement du placenta (105).  
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 L’inactivation conditionnelle de Erk2 dans le tube neuronal a permis de confirmer le 
rôle essentiel de Erk2 dans le développement de l’embryon lui-même. En effet, les souris 
Erk2-/- conditionnelles meurent au cours du développement embryonnaire et présentent un 
défaut majeur de développement du tube neural, ce qui entraîne des anomalies au niveau 
cardiaque et crânio-facial (200). De plus, l’inactivation additionnelle de Erk1 chez ces 
animaux aggrave le phénotype observé. L’activité Erk globale semble donc avoir un effet 
dose-dépendent sur le développement du tube neural (200).  
1.2.1.1.4.6.2 Jnk 
1.2.1.1.4.6.2.1 Prolifération cellulaire 
 
 Jnk1 et Jnk2 sont impliquées dans le contrôle de la prolifération cellulaire. Les 
MEFs (Mouse embryonic fibroblast) Jnk1-/-Jnk2-/- (231, 274) ainsi que les MEFs c-
JunAA63/73 exprimant une forme non-phosphorylable de c-Jun (17) présentent un défaut 
sévère de prolifération. De manière surprenante, la délétion individuelle de ces gènes n’a 
pas le même effet sur la prolifération. En effet, les MEFs Jnk1-/- présentent un défaut de 
prolifération, alors que les MEFs Jnk2-/- prolifèrent davantage (231, 274). Découlant de 
cette observation, il a été proposé que Jnk1 et Jnk2 régulent de manières différentes 
l’activité du proto-oncogène c-Jun (231). Cependant, une étude utilisant une autre approche 
pour inactiver Jnk2, a montré que Jnk1 et Jnk2 ont le même effet positif sur la régulation de 
c-Jun et que l’augmentation de la prolifération observée suite à l’inactivation génique de 
Jnk2 reflète plutôt une augmentation de l’activité de Jnk1 (124).  
1.2.1.1.4.6.2.2 Différenciation cellulaire 
 
 Jnk1 et Jnk2 jouent un rôle important dans la différenciation des thymocytes. D’une 
part, les souris Jnk2-/- présentent un défaut de maturation des cellules T (thymocyte) CD4+ 
en cellules effectrices Th1 (T helper) (298). D’autre part, chez les souris Jnk1-/-, les cellules 
T CD4+ se différencient préférentiellement en cellules effectrices Th2 (77). Ainsi, Jnk1 et 
Jnk2 régulent de manière différente le développement des lymphocytes T afin de favoriser 
la différenciation des cellules T CD4+ vers la lignée Th1. En accord avec cela, les cellules 
T CD4+ dont Jnk1 et Jnk2 sont absentes se différencient préférentiellement en cellules Th2 
(76).  
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1.2.1.1.4.6.2.3 Apoptose 
 
 Jnk joue un rôle important dans l’apoptose en réponse à certains stress cellulaires. 
Les cellules neuronales Jnk3-/- sont résistantes aux dommages causés par un stress excito-
toxique (299).  En effet, en réponse à l’acide kaïnique, les souris Jnk3-/- ont un taux de 
survie plus élevé et présentent peu ou pas d’apoptose dans la région cérébrale la plus 
touchée par l’acide kaïnique, soit l’hippocampe. Ce phénotype est associé à une diminution 
de l’état de phosphorylation et de l’activité de c-Jun, suggérant que le rôle de Jnk3 dans 
l’apoptose est dépendant du facteur de transcription c-Jun. En accord avec ces résultats, les 
cellules neuronales issues des souris exprimant une forme non-phosphorylable de c-Jun, c-
JunAA63/73, sont résistantes à l’apoptose induite par l’acide kaïnique (17).  
 
 Jnk1 et Jnk2 sont également impliquées dans l’apoptose en réponse à un stress. Les 
MEFs Jnk1-/-;Jnk2-/- sont résistantes à l’apoptose induite par les rayonnements UV 
(ultraviolet) et le MMS (methyl-methane-sulfonate), qui cause des dommages à l’ADN, 
ainsi que par l’anisomycine, un inhibiteur de la traduction (274). En réponse aux rayons 
UV, l’inactivation de Jnk1 et de Jnk2 se traduit par une diminution du relargage du 
cytochrome c et par un défaut de dépolarisation de la membrane mitochondriale (274), un 
événement tardif de l’apoptose. Ainsi, il semblerait que Jnk1 et Jnk2 soient impliquées dans 
la voie intrinsèque de l’apoptose dans certaines conditions de stress.  
1.2.1.1.4.6.2.4 Développement 
 
 Les souris Jnk1-/- (77), Jnk2-/- (298), Jnk3-/- (299), Jnk1-/-Jnk3-/- et Jnk2-/-Jnk3-/- se 
développent normalement (232). Cependant, l’inactivation de Jnk1 et de Jnk2 a permis de 
révéler que ces deux isoformes sont essentielles au développement cérébral. En effet, les 
souris  Jnk1-/-Jnk2-/- meurent au cours du développement embryonnaire (E10.5-11.5) et 
présentent un défaut de fermeture du tube neural se traduisant par une exencéphalie dans la 
région du rhombencéphalon (hindbrain) (159, 232). Un dérèglement de l’apoptose 
nécessaire au développement cérébral serait responsable du phénotype observé (159, 232).  
1.2.1.1.4.6.3 p38 
1.2.1.1.4.6.3.1 Production de cytokines pro-inflammatoires 
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 p38 joue un rôle essentiel dans la production de cytokines pro-inflammatoires. En 
effet, p38 est un important régulateur de la production de IL-1, du TNFα (164) et de IL-12 
(171) en réponse à un choc endotoxique causé par le LPS (lipopolysaccharide). De plus, 
p38 régule la production de IL-6 en réponse à l’IL-1 (11) ainsi que celle de IL-1 et de l’IL-6 
en réponse au TNFα (287).  
 
 L’une des fonctions majeures de p38 dans le contrôle de la production de cytokines 
inflammatoires est de réguler la stabilité et la traduction de l’ARNm. En effet, la sécrétion 
et l’augmentation des niveaux d’ARNm de IL-12 sont inhibées dans les macrophages issus 
des souris MKK3-/- traitées au LPS, et où l’activité de p38 est réduite de 50% (171). 
Pareillement, les MEFs MKK3-/- traitées au TNFα présentent des niveaux d’ARNm de IL-1 
et de IL-6 sévèrement compromis (287). 
 
 Ces cytokines ont en commun de posséder des d’éléments riches en adénosines et 
uridines (AU-rich element, ARE) présents dans la région 3’UTR de leur ARNm. Ces 
éléments de contrôle sont connus pour réguler de manière négative la stabilité de l’ARNm 
(45) et dans certains cas, la traduction de l’ARNm (158). p38 contrôle la production de 
cytokines pro-inflammatoire en régulant la stabilité et la traduction de l’ARNm de ces 
cytokines par un mécanisme qui implique les éléments ARE (68). La délétion des éléments 
ARE du TNFα chez la souris a permis de montrer que ces régions régulent la stabilité et la 
traduction et qu’en réponse au LPS, cette régulation est dépendante de p38 (154). En effet, 
alors que l’inhibition de p38 bloque la production du TNFα chez les souris de type 
sauvage, les souris ARE-mutantes ne répondent pas aux inhibiteurs de p38, démontrant 
ainsi que ces régions sont requises pour permettre à p38 de moduler la production de TNFα 
(154).  
 
 Le mécanisme par lequel p38 régule la stabilité et la traduction de l’ARNm via les 
éléments ARE n’est pas bien connu. Cependant, plusieurs évidences suggèrent fortement 
que le principal effecteur de p38 impliqué dans ce processus est la MAPKAP kinase MK2. 
D’une part, les souris MK2-/- sont également résistantes à un choc endotoxique causé par le 
LPS et présentent une diminution marquée de la production du TNFα et de l’IL-6 (157). 
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D’autre part, il a été montré que MK2 régule la production du TNFα et de IL-6 au niveau 
post-transcriptionnel via les éléments de contrôle ARE présents dans la région 3’UTR de 
leur ARNm (197). Finalement, la protéine TTP (Tristetraprolin) (112), hnRNP 
(Heterogenous nuclear ribonucleoprotein A0) (112) et PABP1 (PolyA-binding protein) (23) 
ont été impliquées dans la régulation post-transcriptionnelle des ARNm de manière MK2-
dépendante. Ces protéines sont connues pour lier ou co-purifier avec les ARNm qui 
contiennent des éléments ARE dans la région 3’-UTR (95).  
1.2.1.1.4.6.3.2 Contrôle du cycle cellulaire 
 
 p38 joue un rôle dans l’activation des points de restriction (cell cycle checkpoint) 
lors de la transition G1/S ainsi que G2/M. En réponse à un choc osmotique, p38 induit 
l’arrêt du cycle cellulaire à la transition G1/S (40, 92, 148). D’une part, p38 active le 
facteur de transcription p53, ce qui augmente les niveaux de p21Cip1/Waf1 (148). L’une des 
fonctions de p21Cip1/Waf1 est d’inhiber l’activation du complexe Cdk2/cycline E (104), 
régulant l’entrée des cellules en phase S ainsi que l’initiation de la réplication de l’ADN 
(237). p21Cip1/Waf1 peut également inhiber la complexe Cdk4/6-cycline D (104) afin 
d’empêcher la phosphorylation de la protéine Rb (retinoblastoma) et ainsi l’activation de la 
voie pRb/E2F qui régule l’expression de gènes impliqués dans la progression du cycle 
cellulaire (103). D’autre part, p38 a la capacité d’induire la dégradation de la cyline D1 (40) 
qui  en complexe avec Cdk4/6, régule la transition G1/S (248). Enfin, p38 peut également 
induire la dégradation de la phosphatase Cdc25A (92) dont l’une des fonctions est d’activer 
le complexe Cdk2-cycline E (21). Cdc25A joue un rôle important lors de la transition G1/S 
(203). L’arrêt du cycle cellulaire à la transition G1/S et G2/M implique d’ailleurs 
l’inactivation de Cdc25A (305).  
 
 p38 peut également contribuer à l’activation du point de restriction G1/S en 
augmentant l’expression de p16Ink4a et de p19Arf (33). p16 et p19 induisent l’arrêt du cycle 
cellulaire en inhibant l’activation du complexe Cdk4/6-cycline D (226) et en régulant de 
manière positive l’activité de p53, respectivement (249).  
 
 En réponse aux dommages à l’ADN, p38 joue un rôle important dans l’activation du 
point de restriction G2/M (31, 187). Le mécanisme conduisant à l’activation de p38 n’est 
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pas encore bien défini. L’activation de p38 semble d’une part dépendre de l’activation des 
kinases ATM (ataxia telangiectasia-mutated) et ATR (ataxia telangiectasia Rad-3-related) 
(220), des joueurs clés dans l’activation des points de restriction en réponse aux dommages 
causés à l’ADN (202). La kinase ATM ne semble toutefois pas phosphoryler directement 
p38 mais plutôt activer la MAPKKK TAO en amont de p38 (216). D’autre part, l’activation 
de p38 peut également se produire par un mécanisme indépendant de l’activation de la voie 
ATM/ATR. En effet, p38 est toujours activée dans les MEFs ATM-/- et ATR-/- en réponse 
aux dommages à l’ADN causés par les rayons UV (187, 220). Ce mécanisme n’a toutefois 
pas été identifié jusqu’à maintenant. 
 
 p38 régule le point de restriction G2/M principalement de deux manières. D’une 
part, p38 est impliquée dans la phosphorylation et l’activation de p53 et ainsi dans l’arrêt du 
cycle cellulaire à la transition G2/M (34, 247). L’une des fonctions majeures de p53 dans 
l’activation du point de restriction G2/M est d’induire l’expression de Gadd45 (growth 
arrest and DNA inducible 45α protein), p21 ainsi que 14-3-3σ afin d’inhiber l’activation du 
complexe Cdk1/cyclineB et ainsi l’entrée des cellules en mitose (269). D’autre part, p38 
contribue également à l’arrêt du cycle cellulaire en inhibant la phosphatase Cdc25B (32). 
La phosphorylation conduisant à l’inactivation de Cdc25B ne semble toutefois pas 
dépendre directement de p38 mais plutôt de l’activation de MK2 situé en aval de p38 (173). 
1.2.1.1.4.6.3.3 Développement 
 
 Les souris p38α-/- meurent au cours du développement embryonnaire (E10.5-12.5) à 
cause d’un défaut de développement du placenta (7, 11, 193, 263). Ces souris présentent 
également des anomalies d’angiogénèse au niveau du sac vitellin et de l’embryon (193), 
ainsi qu’une diminution marquée de la taille du myocarde et une malformation des 
vaisseaux sanguins au niveau de la tête (7). Cependant, ces anomalies sont secondaires au 
défaut placentaire puisque les souris p38α-/- se développent à terme et n’ont pas de 
phénotype apparent lorsque le défaut du placenta est résolu en générant les souris p38α-/- 
par aggrégation tétraploïde (7). Ainsi, p38α est requise pour le développement du placenta, 
mais n’est pas essentielle au développement de l’embryon lui-même. 
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 Les autres isoformes de p38 sont non-essentielles au développement embryonnaire. 
En effet, l’inactivation de p38β (16), p38γ et p38δ (233) chez la souris est viable et 
n’entraîne pas de phénotype apparent. 
1.2.1.2 Erk5 
1.2.1.2.1 Identification 
 
 En 1995, deux groupes ont identifié Erk5/BMK1 (big MAP kinase). Afin de 
découvrir de nouvelles kinases, Erk5 a été identifiée par la méthode de double hybride 
utilisée afin d’identifier les substrats de la MAP kinase kinase MEK5 (307), ainsi que par 
une approche de PCR dégénéré (165).  
1.2.1.2.2 Structure et particularités  
 
 La boucle d’activation de Erk5 est composée du motif TXY, ou X représente un 
acide glutamique tout comme Erk1/2. Au niveau du domaine kinase, Erk5 possède 51% 
d’identité protéique avec Erk1. Cependant, Erk5 possède une extension C-terminale de 400 
acides aminés qui n’est pas présente chez les MAP kinases classiques Erk1/2, Jnk et p38. 
Cette extension présente un motif de localisation nucléaire (NLS) ainsi qu’un domaine de 
transactivation (TAD), tous deux fonctionnels (141, 294). D’ailleurs, Erk5 module l’activité 
de ce domaine en s’autophosphorylant sur son extension C-terminale (190). 
 
 L’extension C-terminale module également l’activité kinase de Erk5. En effet, la 
délétion des 100 derniers acides aminés de Erk5 semble favoriser l’activation de Erk5 par 
sa kinase en amont MEK5, ce qui se traduit par une augmentation de son activité kinase 
(35). Ainsi, l’extension C-terminale de Erk5 semble jouer un rôle d’auto-inhibition. 
1.2.1.2.3 Profil d’expression 
 
 L’expression de Erk5 est ubiquitaire. Cependant, le coeur, le placenta, le poumon et 
le rein sont les organes où Erk5 est le plus fortement exprimée (165, 307).  
1.2.1.2.4 La voie de signalisation Erk5 
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 Erk5 est activée en réponse aux facteurs de croissance (136, 143) ainsi qu’en 
réponse au stress, tel un stress oxydatif ou une hyper-osmolarité (1).  
 
 L’activation de la voie Erk5 implique les récepteurs à activité tyrosine-kinase (81) 
ainsi que les GPCRs (91). Les MAPKKKs impliquées dans l’activation Erk5 sont MEKK2 
et MEKK3 (44, 81, 260) ainsi que Tpl2/Cot (50). La MAPKK MEK5 est la kinase 
activatrice de Erk5 (307). 
 
 Parmi les substrats de Erk5, on retrouve les facteurs de transcription MEF2 
(myocyte-specific enhancer factor 2) (142, 144, 297), Sap-1 (136), Neurog-1 (Neurogenine-
1) (63) ainsi que les RSKs (217). 
1.2.1.2.5 Fonctions 
1.2.1.2.5.1 Prolifération cellulaire 
 
 Erk5 joue un rôle dans la prolifération cellulaire en réponse au sérum, à l’EGF et au 
G-CSF (granulocyte-colony-stimulating factor) (78, 142, 143). Entre autres, Erk5 
phosphoryle et active les facteurs de transcription MEF2, ce qui induit l’expression du 
proto-oncogène c-Jun (142, 178). c-Jun fait partie du complexe de facteurs de transcription 
AP-1, dont l’un des gènes cibles est celui de la cycline D1. D’ailleurs, une autre étude a 
montré que Erk5 joue un rôle dans la transition G1/S en régulant l’expression de la cycline 
D1 (194).  
1.2.1.2.5.2 Développement 
 
 Les souris Erk5-/- meurent au cours du développement embryonnaire (E9.5-E10.5) 
et présentent un défaut majeur au niveau du développement cardio-vasculaire (219, 254, 
295).  
 L’inactivation conditionnelle de Erk5 a permis de révéler le rôle essentiel de Erk5 
pour le maintien de l’intégrité du système vasculaire et pour l’angiogénèse (107). 
Contrairement aux souris Erk5-/-, l’inactivation conditionnelle de Erk5 chez l’adulte 
entraîne la mort des souris 4 à 6 semaines suivant la perte de Erk5. Cette létalité est 
attribuable à une perte de l’intégrité des cellules endothéliales et une augmentation de 
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l’apoptose, entraînant une perte d’étanchéité des vaisseaux sanguins et ainsi des 
hémorragies dans plusieurs organes.  
 
 L’inactivation conditionnelle de Erk5 dans les cardiomyocytes a permis de révéler 
que le défaut cardio-vasculaire observé chez les souris Erk5-/- est une conséquence indirecte 
de la perte de Erk5 puisque les souris conditionnelles n’ont pas de défauts cardio-
vasculaires apparents (107). En contre partie, l’inactivation conditionnelle de Erk5 dans les 
cellules endothéliales, engendre un phénotype similaire à celui des souris Erk5-/- (107). Ces 
résultats montrent donc que le phénotype cardio-vasculaire des souris Erk5-/- découle des 
problèmes de vascularisation et d’angiogénèse, confirmant le rôle essentiel de Erk5 dans la 
survie des cellules endothéliales. 
1.2.2 Les MAP kinases atypiques 
1.2.2.1 Erk7/Erk8 
1.2.2.1.1 Identification 
 
 Erk7 et son orthologue humain Erk8 ont été identifiés à la fin des années 90. Erk7 a 
été identifié suite au criblage d’une banque de cDNA de rat par la méthode de PCR utilisant 
des oligos dégénérés dérivés de la séquence du domaine kinase des MAP kinases (3). Par la 
suite, une sonde dérivée de la séquence de Erk7 a été utilisée pour cribler une banque de 
cDNA humain ce qui a permis d’identifier son orthologue Erk8 (4).  
1.2.2.1.2 Structure et particularités 
 
 Erk7 possède 40% et Erk8 45% d’identité protéique avec le domaine kinase de 
Erk1. La boucle d’activation est composée du motif TXY, ou X est un acide glutamique 
tout comme Erk1/2. Bien que ces deux protéines, respectivement de 546 et 544 acides 
aminés et de masse moléculaire d’environ 60 kDa, soient considérées comme des 
orthologues, Erk7 et Erk8 ne possèdent que 69% d’identité protéique entre-elles. 
 
 Erk7 et Erk8 sont considérées comme des MAP kinases atypiques. Ces deux kinases 
possèdent une extension C-terminale qui n’est pas présente chez les MAP kinases 
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classiques Erk1/2, Jnk et p38 et qui ne s’apparente pas à l’extension de Erk5. La fonction 
précise de cette extension n’est pas connue. Néanmoins, il a été montré que cette région est 
importante pour la localisation nucléaire et l’autophosphorylation de Erk7 (2, 3).  
 
 L’extrémité N-terminale de Erk7 régule également l’activité de cette kinase. En 
effet, tout comme la MAP kinase atypique Erk3, la stabilité protéique de Erk7 est régulée 
par la voie de l’ubiquitine-protéasome et implique la région N-terminale de la protéine 
(160). 
1.2.2.1.3 La voie de signalisation Erk7/Erk8 
 
 La voie de signalisation Erk7/8 est encore aujourd’hui très peu caractérisée et 
aucune kinase activatrice s’apparentant aux MAPKKs n’a été identifiée jusqu’à maintenant. 
Contrairement aux MAP kinases classiques, la boucle d’activation de Erk7 est 
phosphorylée en absence de sérum et cette phosphorylation n’est pas modulée par les 
stimuli classiques des MAP kinases dont le sérum, le PMA (phorbol-12-myristate-13-
acétate) ou le H2O2 (2, 3). De plus, cette phosphorylation semble uniquement attribuable à 
de l’auto-phosphorylation (2, 3).  
 
 Erk8 possède aussi la capacité de s’auto-phosphoryler in vitro et in vivo sur sa 
boucle d’activation (4, 150). Cependant, contrairement à Erk7, cette phosphorylation est 
modulée par certains stimuli des MAP kinases dont le sérum et le H2O2 (4, 150). De plus, 
l’expression d’une forme oncogénique ou constitutivement active de Src entraîne la 
phosphorylation de la boucle d’activation d’un mutant Erk8 catalytiquement inactif (4). 
Ainsi, la boucle d’activation de Erk8 peut également être phosphorylée en trans par une 
autre kinase. Il est peu probable que Src soit la kinase de la boucle d’activation de Erk8 
puisque cette boucle se doit d’être phosphorylée sur une thréonine, en plus d’une tyrosine 
(motif TXY). La phosphorylation de ce motif  par une kinase s’apparentant aux MAPKKs 
serait plus probable. 
 
 Jusqu’à présent aucun substrat in vivo de Erk7/8 n’ont été identifiés. Cependant, in 
vitro Erk7 démontre une activité kinase envers les substrats classiques des MAP kinases 
dont la MBP (Myelin Basic Protein), c-Fos et c-Myc (3).  
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1.2.2.1.4 Fonctions 
1.2.2.1.4.1 Prolifération cellulaire 
 
 Erk7 semble réguler de manière négative la prolifération cellulaire. En effet, dans 
des conditions de surexpression, Erk7 inhibe de 50% la prolifération cellulaire des cellules 
de rein CV-1 (3). De manière intéressante, cet effet est indépendant de l’activité kinase 
mais dépendant de l’extension C-terminale, suggérant que certaines fonctions de Erk7 
pourrait être kinase-indépendante. 
1.2.2.1.4.2 Dégradation du récepteur à l’estrogène ERα 
 
 Erk7 régule de manière négative l’activité du récepteur aux estrogènes ERα (108). 
En effet, l’expression ectopique de Erk7 diminue le niveau d’expression du récepteur ERα 
en augmentant sa dégradation par le système ubiquitine-protéasome. À l’opposé, 
l’expression d’un mutant catalytiquement inactif,  augmente le niveau d’expression de ERα 
ainsi que la réponse aux estrogènes. Le rôle de Erk7 dans la dégradation du récepteur ERα 
est dépendant de son activité kinase. 
 
 En accord avec ces observations, dans des lignées cellulaires de sein normales 
(MCF-10A) et cancéreuses (MCF7, MDA-MB-231), il y a une corrélation inverse entre 
l’expression de Erk7 et celle de ERα (108).  De plus, dans des tissus de sein, la diminution 
de l’expression de Erk7 semble corréler avec la progression tumorale (108).  
1.2.2.1.4.3 Régulation négative de l’activité transcriptionnelle du récepteur  
aux glucocorticoïdes GRα 
 
 Erk8 régule de manière négative l’activité du récepteur aux glucocorticoïdes GRα 
(234). En effet, l’expression ectopique de Erk8 dans les cellules épithéliales de poumon 
diminue l’activité transcriptionnelle du récepteur GRα en réponse à la dexaméthasone. À 
l’opposé, l’inhibition de Erk8 par siRNA augmente l’activité transcriptionnelle du 
récepteur. Le rôle de Erk8 dans la régulation négative de l’activité du récepteur GRα est 
indépendant de son activité kinase. Les souris Erk8-déficientes n’ont pas encore été 
générées. Ceci permettrait de confirmer le rôle de Erk8 sur l’activité de ce récepteur in vivo. 
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1.2.2.2 Nlk 
1.2.2.2.1 Identification 
 
 Nlk a été identifiée par une approche PCR utilisant des oligos dégénérés dérivés de 
la séquence des MAP kinases (29). Cette kinase est l’ortologue de la protéine Nemo 
identifiée chez la Drosophile (51), d’ou le nom “Nemo-like kinase”.  
1.2.2.2.2 Structure et particularités 
 
 Nlk est une protéine de 515 acides aminés et de masse moléculaire de 60 kDa. Elle 
est considérée comme une MAP kinase atypique car elle possède des extensions en N- et C-
terminal d’environ 100 acides aminés de part et d’autre du domaine kinase. L’extension N-
terminale est riche en résidus alanine, glutamine, histidine et proline. Le rôle de ces 
extensions n’a pas encore été caractérisé. 
 
 Nlk possède une boucle d’activation composée du motif TQE. Tout comme Erk3 et 
Erk4, Nlk ne possède qu’un seul site phospho-accepteur dans la boucle d’activation. Ce 
motif ressemble davantage au motif TXE retrouvé sur Cdk1 (cyclin-dependent kinase 1) 
qu’au motif TXY retrouvé chez les MAP kinases. D’ailleurs, le domaine kinase de Nlk qui 
possède 42% d’identité protéique avec celui de Erk1, possède également 38% d’identité 
avec celui de Cdk1.  
1.2.2.2.3 La voie de signalisation Nlk 
 
 La voie Nlk est activée par les stimuli de la voie Wnt (Wingless/Int factor), dont 
Wnt-1(137, 253) et Wnt-5a (121). L’activation par les Wnts implique les récepteurs 
Frizzled de la famille des GPCRs. Dans le cas de Wnt-5a, cette stimulation conduit à une 
augmentation du Ca2+ intracellulaire et l’activation de CaMKII (calmodulin-dependent 
kinase II) (121). La voie Nlk est également activée par certaines cytokines dont l’IL-6 et le 
G-CSF (153) ainsi que par le facteur de croissance TGF-β (transforming growth factor-β) 
(206). 
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 Le module kinase Nlk n’est pas bien défini. L’activation de la MAPKKK TAK-1, 
conduit à l’activation de Nlk (123, 206, 253). Cependant, aucune kinase s’apparentant aux 
MAPKKs du module kinase classique n’a été identifiée jusqu’à maintenant. TAK-1 
n’interagit pas directement avec Nlk, suggérant qu’une protéine en aval de TAK-1 serait 
impliquée dans l’activation de Nlk. Cette kinase pourrait s’avérer être HIPK2 
(homeodomain-interacting protein kinase 2) (137). En effet, HIPK2 interagit avec Nlk in 
vivo et in vitro et stimule l’activité kinase de Nlk (137). De manière intéressante, HIPK2 
phosphoryle Nlk mais ne semble pas phosphoryler la boucle d’activation. D’ailleurs, il n’y 
a aucune évidence que la boucle d’activation de Nlk soit phosphorylée in vivo. Néanmoins, 
la mutation de la Thr286 du motif TQE abolit l’auto-phosphorylation de Nlk in vitro 
suggérant que cette phosphorylation est importante pour l’activité catalytique ou que ce 
résidu est phosphorylé par Nlk (29).  
 
 Nlk ne phosphoryle pas les substrats génériques des MAP kinases et des Cdks (29). 
Par contre, les facteurs de transcription de la famille TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid 
enhancer factor)  (122, 123), le proto oncogène c-Myb (137) ainsi que le facteur de 
transcription STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) (153) sont des 
substrats de Nlk in vivo.   
1.2.2.2.4 Fonctions  
1.2.2.2.4.1 Modulation de la voie de signalisation Wnt/β-caténine 
 
 La voie de signalisation Wnt/β-caténine joue un rôle important dans plusieurs 
processus du développement embryonnaire dont la spécification de l’axe embryonnaire et 
la détermination du destin cellulaire (36). Selon les espèces, et en réponse aux facteurs 
Wnts, Nlk régule de manière positive ou de manière négative la voie Wnt/β-caténine (121-
123, 253). Chez C. elegans, l’activation de Nlk (LIT-1) par TAK-1 (MOM-4) entraîne la 
formation du complexe β-caténine-Nlk (WRM-1-LIT-1) et la phosphorylation du facteur de 
transcription POP-1 (223, 251, 272). POP-1 est un répresseur des gènes cibles de la voie 
Wnt/β-caténine s’apparentant aux facteurs de transcription de la famille TCF/LEF. La 
phosphorylation de POP-1 par Nlk (LIT-1) inhibe l’effet répresseur de ce facteur de 
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transcription et permet l’établissement de l’axe antéro-postérieur de l’embryon. Ainsi, chez 
C. elegans, Nlk est un régulateur positif de la voie Wnt/β-caténine. 
 
 Tous comme chez C. elegans, l’activation de Nlk par TAK-1 entraîne l’inhibition 
des facteurs de transcription TCF/LEF chez le xénope et les mammifères (121-123, 253). 
Chez les organismes supérieurs, ces facteurs de transcription en complexe avec la β-
caténine sont cependant des activateurs transcriptionnnels. La phosphorylation des facteurs 
de transcription de la famille TCF/LEF par Nlk inhibe la liaison de ce complexe avec 
l’ADN et ainsi, la transcription des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine. Ainsi, chez le 
xénope et les mammifères, Nlk est un régulateur négatif de la voie Wnt/β-caténine. 
1.2.2.2.4.2 Dégradation du proto-oncogène c-Myb 
 
 Nlk régule de manière négative l’activité transcriptionnelle du proto-oncogène c-
Myb (137). c-Myb joue un rôle essentiel dans la prolifération des cellules hématopoïétiques 
immatures. En réponse à Wnt-1a, Nlk induit la dégradation de c-Myb par la voie de 
l’ubiquitine-protéasome (138).  
 
 La dégradation de c-Myb est dépendante de l’activité kinase de Nlk. En effet, 
l’expression d’une forme catalytiquement inactive de Nlk n’affecte pas le niveau 
d’expression de c-Myb. En accord avec cette observation, Nlk phophoryle c-Myb in vitro et 
la mutation des résidus retrouvés dans un site consensus de phosphorylation pour Nlk abolit 
complètement la dégradation de c-Myb. 
1.2.2.2.4.3 Développement  
 
 Le phénotype des souris Nlk-/- varie en fonction du fond génétique (155). Dans un 
fond génétique C57BL/6, les souris Nlk-/- meurent au cours du développement 
embryonnaire pendant le troisième trimestre de gestation. Dans un fond génétique 129/Sv, 
les souris meurent 4 à 6 semaines après la naissance et présentent un retard de croissance et 
une ataxie cérébrale prononcée. Dans un fond génétique mixte C57BL/6 et 129/Sv, les 
souris Nlk-/- présentent un défaut de différenciation des cellules stromales de la moelle 
osseuse. Elles présentent également un dérèglement du système hématopoïétique et une 
hypocellularité globale des cellules lymphocytaires. Toutefois le phénotype observé n’est 
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pas attribuable à un défaut au niveau du développement des lymphocytes. La 
transplantation de foie fœtal Nlk-/- dans les souris immunodéficientes SCID (severe 
combined immuno-deficient) permet de reconstituer le compartiment lymphocytaire de la 
moelle osseuse, le thymus et la rate suggérant que Nlk n’est pas impliquée dans le 
développement des lymphocytes. 
1.2.2.3 Erk3/Erk4 
1.2.2.3.1 Identification 
 
 Erk3 a été identifiée au début des années 90 par criblage d’une banque de cDNA de 
rat à l’aide d’une sonde dérivée de Erk1 (27). Initialement, Erk3 a été caractérisée comme 
une protéine de 543 acides aminés et de masse moléculaire de 63kDa (27). Par la suite, 
l’identification du cDNA humain, a révélé que la protéine humaine possédait une extension 
C-terminale de 178 acides aminés par rapport à la protéine de rat (184, 309). Au début des 
années 2000, le cDNA de Erk3 chez la souris a été isolé dans notre laboratoire (277). Tout 
comme la forme humaine, Erk3 correspondait à une protéine plus longue. La caractérisation 
du gène Erk3 de souris ainsi que le re-séquençage du cDNA de rat a permis de confirmer 
que Erk3 est en fait le produit d’un seul gène dont l’expression engendre une protéine 
unique de 720 acides aminés chez la souris et de 721 chez l’humain et de masse 
moléculaire de 100 kDa (276, 277).  
 
 Le cDNA de Erk4 a été isolé il y a plus d’une dizaine d’années, chez l’humain (93) 
et chez le rat (86), à l’aide d’une sonde dérivée de Erk1. À l’origine, la forme humaine a été 
caractérisée comme étant une protéine de 557 acides aminés et de masse moléculaire de 63 
kDa. Cette kinase fut initialement nommée p63mapk. Dans le cadre de ma maîtrise, en 
comparant la séquence protéique de la forme humaine avec celle de la souris, nous avons 
constaté une divergence au niveau de la queue C-terminale entre les deux protéines. Cette 
différence faisait en sorte que la protéine de souris était composée de 587 acides aminés au 
lieu de 557. Suite au re-séquençage du cDNA humain, nous avons pu confirmer que la 
forme humaine est également constituée de 587 acides aminés (5).  
1.2.2.3.2 Caractérisation du gène Mapk6 et Mapk4  
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 L’existence de plusieurs gènes apparentés au gène Mapk6 (Erk3) a été suggéré suite 
à des expériences de Southern-Blot, chez l’humain et chez le rat, montrant la présence de 
plusieurs bandes d’ADN génomique s’hybridant avec une sonde dérivée du cDNA de Erk3 
(184) (27). Cependant, ces résultats étaient différents de ceux obtenus par hybridation in 
situ, utilisant le cDNA pleine longueur qui localisait le gène Mapk6 à un seul locus situé sur 
le chromosome humain 15q21 (184). De plus, chez la souris une seule bande correspondant 
au gène Mapk6 avait été détectée par Southern-Blot (277). Par la suite, une analyse plus 
détaillée montra que Erk3 est effectivement le produit d’un seul gène et que la présence des 
différentes bandes d’ADN génomique retrouvées par Southern-Blot pouvait s’expliquer par 
la présence de plusieurs pseudogènes, dont un chez la souris et six chez l’humain (276). 
Chez la souris le gène Mapk6 est localisé sur le chromosome 9 et chez l’humain sur le 
chromosome 15q21 (277).  
 
 La caractérisation du gène Mapk4 (Erk4) se résume à l’analyse effectuée en 
comparant l’alignement de la séquence du cDNA avec la séquence d’ADN génomique 
retrouvée dans les banques de données. Tout comme le gène Mapk6, le gène Mapk4 est 
situé sur un seul locus. Ce locus se trouve sur le chromosome 18 chez la souris et sur le 
chromosome 18q21 chez l’humain.  
 
 Les gènes Mapk6 et Mapk4 ont une organisation génomique très similaire (FIG. 8.). 
Ces deux gènes sont composés de 6 exons. Le premier exon correspond à une région non 
codante (3’UTR) et il est situé très en amont du deuxième exon contenant le site d’initiation 
de la traduction. Les exons 2,3 4 et 5 codent pour le domaine kinase. L’exon 6 code pour 
l’extension C-terminale de ces deux protéines et contient également une région non-codante 
(5’UTR). L’organisation exonique, en ce qui a trait à la répartition des régions codantes 
pour les différents sous domaines du domaine kinase, est conservée entre les deux gènes 
(FIG. 9.). Ainsi, la grande similitude entre ces deux gènes suggère fortement qu’ils sont le 
résultat de la duplication d’un gène ancestral commun (276). De plus, contrairement aux 
MAP kinases classiques, ces deux gènes ne sont présents que chez les organismes 
supérieurs. Ils n’ont aucun orthologue chez les invertébrés ou chez les plantes (276).  
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FIG. 8. Organisation génomique de gène Mapk6 et Mapk4 humain. 
Les gènes Mapk6 et Mapk4 sont constitués de 6 exons. Les régions codantes sont représentées en rouge. 
Adapté de (182, 183). 
 
 
 
 
 
FIG. 9.Organisation exonique des régions codantes pour les différents sous-domaines 
du domaine kinase. 
Les exons sont représentés par des flèches. Les différents sous-domaines du domaine kinase sont numérotés 
en chiffres romains. Adapté de (276) 
1.2.2.3.3 Structure et particularités 
 
 Erk3 et Erk4 ont une structure protéique très similaire (FIG. 10.). Ces deux kinases 
possèdent 73% d’identité protéique au niveau de leur domaine kinase. Par rapport à Erk1, 
cette homologie est de 50% pour Erk3 et 42% pour Erk4. Cependant, Erk3 et Erk4 sont 
considérées comme des MAP kinases atypiques. Tout d’abord, la boucle d’activation de ces 
deux kinases est composée du motif SEG au lieu du motif TXY, très conservé chez les 
MAP kinases classiques. Deuxièmement, Erk3 et Erk4 possèdent une longue extension en 
C-terminal du domaine kinase qui n’est pas présente chez les MAP kinases classiques.  
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FIG. 10. Structure et identité protéique des MAP kinases atypiques Erk3 et Erk4. 
Erk3 et Erk4 possèdent 73% d’identité protéique à l’intérieur du domaine kinase (orange) et 31% au niveau 
de leur extension C-terminale. Le début de l’extension C-terminale (C34, turquoise) est une région très 
conservée entre Erk3 et Erk4. La boucle d’activation est composée du motif SEG. Erk3 possède deux régions, 
NDR1 et NDR2 (vert), lui conférant son instabilité protéique.  
 
 
 Au niveau de la région C-terminale, les premiers 34 acides aminés de Erk3 et Erk4 
sont conservés alors que l’identité protéique est de 31% pour le reste de l’extension C-
terminale. La fonction précise de cette extension n’est pas connue à ce jour. Cependant, la 
caractérisation de l’extension C-terminale de Erk3 a permis de révéler que cette région joue 
un rôle dans sa localisation subcellulaire. En effet, des travaux conduits dans notre 
laboratoire ont montré que la délétion de la région C-terminale favorise l’accumulation 
nucléaire de Erk3 et que cette région est impliquée dans le transport nucléo-cytoplasmique 
de la protéine via un mécanisme de transport actif impliquant le récepteur d’export 
nucléaire CRM1 (chromosome region maintenance 1) (134). De plus, une autre étude a 
montré que les derniers 120 acides aminés de l’extrémité C-terminale de Erk3 sont 
impliqués dans la localisation de Erk3 au Golgi et au ERGIC (endoplasmic reticulum-golgi 
intermediate compartment) (19). Pour ce qui est de Erk4, sa localisation subcellulaire 
semble également être régulée par un mécanisme de transport actif puisque l’ajout de la 
leptomycine B, un inhibiteur de CRM-1, entraîne une accumulation nucléaire de la protéine 
(5). L’impact de l’extension C-terminale sur la localisation de Erk4 n’est pas connue. 
 
 Au niveau de la séquence protéique, Erk3 et Erk4 possèdent des domaines 
d’interaction s’apparentant au domaine CD et ED des MAP kinases classiques. Cependant, 
jusqu’à présent ces domaines ne semblent pas contribuer à l’interaction entre Erk3/Erk4 et 
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leurs partenaires. En contre partie, il a été montré que l’interaction entre Erk3 et deux de ses 
partenaires, soit la cycline D3 (258) et la phosphatase Cdc14 (102) semble dépendre de 
l’extension C-terminale de Erk3. De plus, il a été montré que l’interaction entre Erk3/Erk4 
et leur substrat MK5 ne requiert pas le domaine CD mais plutôt un motif composé des 
acides aminés F-R-I-E-D-E situé en aval du motif CD (6). Ce motif se retrouve entre les 
acides aminés 330 et 340 dans la région précédemment identifiée comme étant importante 
pour l’interaction entre Erk3/Erk4 et MK5 (5, 139, 239, 244).  
 
 Au niveau de la région N-terminale, Erk3 possède 2 régions, NDR1 et NDR2 (N-
terminal degradation region), qui sont impliquées dans l’instabilité et la dégradation de la 
protéine par le système ubiquitine-protéasome (60). De plus, l’ubiquination de Erk3 se fait 
non pas sur les résidus lysines internes à la protéine, mais bien sur l’amine du premier 
résidu de l’extrémité N-terminale (59). Contrairement à Erk3, dont la demi-vie est 
d’environ 30-45 minutes, Erk4 est une protéine stable (5), malgré le fait que la séquence 
des régions NDR1 et NDR2 soit assez bien conservée entre ces deux kinases. 
1.2.2.3.4 Profil d’expression 
 
 Erk3 est une protéine ubiquitaire. L’ARNm est fortement exprimé dans le système 
nerveux, les muscles squelettiques et l’intestin (184, 276). Lors du développement 
embryonnaire chez la souris, l’expression du messager augmente considérablement aux 
jours 9 et 11, puis diminue graduellement jusqu’à la naissance (276). L’expression de 
l’ARNm augmente aussi lors de la différentiation des cellules de carcinome embryonnaire 
P19 vers une lignée neuronale ou musculaire (27).  
  
 Chez la souris, tout comme Erk3, l’ARNm de Erk4 est exprimé au cours du 
développement embryonnaire dans le cerveau, le poumon et le rein (139). Chez l’humain, 
l’ARNm est fortement exprimé dans le cerveau et le cœur (93).  
1.2.2.3.5 La voie de signalisation Erk3/Erk4 
 
 La voie Erk3/Erk4 est encore aujourd’hui très peu caractérisée. Aucun stimuli ou 
kinases capables d’activer Erk3 et Erk4 n’ont été identifiés jusqu’à maintenant. Néanmoins, 
la caractérisation de Erk3 a permis de révéler que la boucle d’activation de cette kinase est 
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phosphorylée in vivo (48, 49, 60). De plus, bien qu’elle n’ait pas été caractérisée davantage, 
une kinase capable de phosphoryler la S189 de la boucle d’activation de Erk3 a été 
partiellement purifiée (48, 49), ce qui supporte l’existence d’une Erk3 kinase. De manière 
intéressante, la boucle d’activation de Erk3 est phosphorylée en absence de stimuli (48), 
suggérant que Erk3 pourrait être régulée de manière différente des MAP kinases classiques. 
Au cours de mon doctorat, nous avons caractérisé le mécanisme d’activation de Erk3 et de 
Erk4. Ces résultats seront présentés au chapitre II. 
 
 La présence d’une activité kinase a d’abord été démontrée in vitro par l’auto-
phosphorylation d’une forme recombinante de Erk3 (48). Plusieurs substrats classiques des 
MAP kinases dont la MBP, MAP2 (Microtubule associated protein), c-Jun, MyoD et c-Elk 
ont aussi été testés in vitro, mais aucun ne s’est avéré être un substrat de Erk3. Ainsi, cette 
sous-famille de kinase semble avoir une spécificité de substrat plus stringente que celle des 
MAP kinases classiques. Il a fallu attendre plusieurs années avant que MK5, le premier 
substrat de Erk3 et Erk4, soit identifié (5, 139, 239, 244).  
1.2.2.3.6 La MAPKAP kinase MK5/PRAK 
 
 MK5/PRAK est une sérine/thréonine kinase de la famille des MAPKAP kinases qui 
comprend également RSK1-4, MNK1/2, MSK1/2 et MK2/3, des effecteurs bien connus des 
MAP kinases classiques (228) (FIG.11.). Parmi les MAPKAP kinases, MK5 s’apparente 
davantage à MK2 et MK3, deux substrats spécifiques à p38, avec qui elle partage environ 
40% d’identité protéique (85, 228). Tout comme MK2 et MK3, la boucle d’activation de 
MK5 est composée d’un résidu thréonine, soit la T182, suivie d’un résidu proline. MK5 
possède également un motif NLS et un motif NES (nuclear export signal)  fonctionnel 
(243). 
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FIG. 11. Activation des MAPKAP kinases par les MAP kinases classiques. 
Tiré de (228) 
 
 MK5 est un substrat de p38 in vitro et in vivo dans des conditions de surexpression 
et en réponse à certains stress (198, 199, 201, 243). Cependant, quelques résultats laissent 
suggérer que MK5 n’est pas un substrat physiologique de p38. Premièrement, MK5 
endogène n’est pas activée de manière significative par les stimuli classiques de p38 dont 
l’arsenite et le sorbitol (250). Deuxièmement, MK5 n’est pas impliquée dans la réponse 
inflammatoire induite par le LPS, un activateur puissant de la voie p38 (250). En effet, les 
souris  MK5-/- ne sont pas résistantes à un choc endotoxique causé par le LPS et ne présente 
pas de défaut de production de cytokines pro-inflammatoires dont le TNFα, IL-1 et IL-6. 
Troisièmement, aucune interaction entre p38 et MK5 endogène n’a pu être détectée (244). 
 
 En contrepartie, MK5 est un substrat de Erk3/4 in vitro et in vivo dans des 
conditions de surexpression mais également dans des conditions physiologiques (5, 139, 
244). En effet, l’activité kinase de MK5 endogène est diminuée dans les MEFs Erk3-/- (244) 
et lorsque l’expression de Erk3 et Erk4 est abolie par siRNA dans les cellules Hela (5). De 
plus, l’interaction entre Erk3/Erk4 et MK5 a été confirmée au niveau endogène (139, 244).  
 
 L’activation de MK5 par Erk3/Erk4 nécessite la phosphorylation de la T182 de la 
boucle d’activation de MK5 (5, 139, 244). Cependant et contrairement à Erk4, Erk3 peut 
également activer MK5 de manière kinase indépendante en agissant à titre de “scaffold” 
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(239). Dans ces conditions, l’activation de MK5 serait le résultat de son auto-
phosphorylation sur sa boucle d’activation.  
 
 Erk3 et Erk4 régulent également la localisation subcellulaire de MK5 (5, 139, 239, 
244). Lorsque exprimées seules, MK5 et Erk3 sont majoritairement nucléaires et Erk4 
majoritairement cytoplasmique. La co-expression de Erk3 et MK5 ou Erk4 et MK5 entraîne 
la relocalisation de MK5 au cytoplasme. De manière intéressante, la relocalisation du 
complexe Erk3/Erk4-MK5 est indépendante de l’activité kinase de l’une ou l’autre de ces 
kinases.  
 
 L’impact fonctionnel de l’interaction entre Erk3/4 et MK5 n’a pas encore été 
élucidé. D’ailleurs la fonction de MK5 n’est pas connue. Cependant, certaines évidences 
laissent suggérer que MK5 pourrait être impliquée dans la réorganisation du cytosquelette 
d’actine et la migration cellulaire (87, 156, 261) ainsi que dans la suppression de tumeurs 
(259). L’implication de Erk3/Erk4 dans ces différentes fonctions putatives n’a pas été 
adressée. De plus, bien que les souris MK5-/- ne présentent pas de phénotype apparent dans 
un fond génétique mixte (250), l’inactivation de MK5 dans un fond génétique C57BL/6 
entraîne un phénotype impénétrant (50%) de létalité au jour E11.5 (239) suggérant que 
MK5 pourrait également jouer un rôle dans le développement embryonnaire.  
1.2.2.3.7 Fonctions 
1.2.2.3.7.1 Prolifération cellulaire 
 
 Plusieurs observations laissent envisager que Erk3 pourrait être impliquée dans la 
régulation du cycle cellulaire dans certaines conditions. Certaines évidences suggèrent que 
Erk3 serait un régulateur négatif de la transition G1/S. Tout d’abord, l’expression d’une 
forme non-dégradable de Erk3 induit l’arrêt du cycle cellulaire à la transition G1/S (60). De 
manière intéressante, cet effet est indépendant de l’activité kinase, mais dépend de 
l’extension C-terminale (60, 134). Ainsi, certaines fonctions de Erk3 pourraient être kinase-
indépendante. Deuxièmement, l’inhibition de la prolifération dans les cellules de lymphome 
Raji et les cellules de carcinome squameux, par les gangliosides et le collagène 
respectivement, coïncide avec une augmentation de l’expression de l’ARNm de Erk3 (62, 
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149). Troisièmement, bien que l’impact de cette interaction ne soit pas connu, Erk3 a été 
identifiée comme un partenaire de la cycline D3 (258).  
 
 
 Erk3 pourrait également avoir un rôle à jouer dans la transition G2/M et/ou la 
progression en mitose. Des travaux conduits dans notre laboratoire ont montré que 
l’extrémité C-terminale de Erk3 est hyper-phosphorylée en début de mitose et que cette 
phosphorylation est assuré, du moins en partie, par Cdk1 (266). Le complexe Cdk1/cycline 
B est un important régulateur de l’entrée des cellules en mitose (167). De manière 
intéressante, cet état de phosphorylation ne semble pas affecter la phosphorylation de la 
boucle d’activation ni l’activité kinase intrinsèque de Erk3. Ainsi, dans certaines 
conditions, l’activité de Erk3 pourrait être régulée de manière C-terminale dépendante. De 
plus, il a été montré que Cdc14 déphosphoryle l’extrémité C-terminale de Erk3 in vitro 
(102) et in vivo dans des cellules en mitose lorsque surexprimée (266). La phosphatase 
Cdc14 (cell cycle division) est un important régulateur de la division cellulaire. Cette 
phosphatase joue un rôle dans la séparation des chromosomes et la cytokinèse (54, 257). De 
manière intéressante, la déphosphorylation de Erk3 coïncide avec la sortie de la mitose 
(266). 
1.2.2.3.7.2 Différenciation cellulaire 
 
 Certaines observations suggèrent que Erk3 pourrait être impliquée dans la 
différenciation cellulaire. Tout d’abord, dans différents modèles de différenciation 
cellulaire, l’expression de Erk3 est régulée au cours de la différenciation. En effet, 
l’expression de l’ARNm de Erk3 augmente au cours de la différenciation des cellules de 
carcinome P19 en cellules neuronales ou musculaires (27). De plus, l’expression de la 
protéine augmente au cours de la différenciation des cellules PC12 en cellules neuronales 
sympathiques ainsi que lors de la différenciation des myoblastes C2C12 en cellules de 
muscles (60). Deuxièmement, tel que mentionné l’expression d’une forme stable de Erk3 
inhibe l’entrée des cellules en phase S (60). Ainsi, il est possible que Erk3 participe à la 
sortie du cycle cellulaire, sortie nécessaire aux processus de différenciation cellulaire. 
Troisièmement, l’interaction entre Erk3 et la cycline D3 (258) pourrait également suggérer 
un rôle de Erk3 dans la différenciation cellulaire. En effet, en plus de son rôle dans la 
progression de la phase G1/S, la cycline D3 est impliquée dans la différenciation des 
 62 
cellules de muscle où elle joue un rôle important dans la sortie du cycle cellulaire (41). 
D’ailleurs, son expression augmente au cours de la différenciation des cellules musculaires, 
tout comme Erk3 (41, 147).  
1.2.2.3.7.3 Suppression de tumeurs 
 
 Certaines observations suggèrent que Erk3 et/ou Erk4 pourraient jouer un rôle dans 
la suppression des tumeurs. Tout d’abord, Erk3 semble posséder des propriétés anti-
prolifératives (section 1.4.6.1). Ensuite, l’augmentation de l’expression de Erk3 inhibe non 
seulement la prolifération mais également la migration et l’invasion des cellules de 
carcinomes squameux (62). Finalement, MK5, a récemment été impliquée dans la 
suppression de tumeur et la sénescence induite par l’oncogène Ras (259). En effet, les 
souris MK5-/- traité au DMBA (Di-methyl-benzantracène), un agent qui induit des tumeurs 
de la peau qui dans 90% des cas se traduit par une activation de Ha-Ras, développent des 
tumeurs plus précocement et ont un taux de survie beaucoup moins élevé que les souris de 
type sauvage. En accord avec ces résultats, MK5 est requise pour la sénescence induite par 
Ha-RasV12 dans les fibroblastes de souris et humains et son inactivation facilite leur 
transformation. Finalement, MK5 phosphoryle directement le suppresseur de tumeur p53 
sur la S37 ce qui augmente son activité transcriptionnelle. Bien qu’il a été suggéré que le 
rôle de MK5 dans la sénescence dépende de l’activation de la voie p38, l’implication de 
Erk3 et Erk4 dans l’activation de MK5 n’a pas été investigué dans cette étude. 
 
 Curieusement, l’expression d’une forme oncogénique de B-Raf (B-RafV600E) induit 
une augmentation de l’expression de Erk3 au niveau du transcript et de la protéine (114). 
Cependant, la xénogreffe des cellules tumorales A375 dont l’expression de Erk3 est inhibée 
par shRNA n’altère ni la taille ni le nombre de tumeurs. De plus, l’analyse histologique des 
tumeurs par immuno-histochimie n’a révélé aucune différence significative au niveau de la 
prolifération, de l’apoptose et de l’angiogénèse entre les tumeurs issues des souris de type 
sauvage et celles où l’expression de Erk3 a été inhibée. Le rôle de Erk3 dans la 
tumorigénèse reste à clarifier. 
1.2.2.3.7.4 Sécrétion d’insuline 
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 Certaines données suggèrent que Erk3 pourrait avoir un rôle à jouer dans la 
sécrétion d’insuline. Tout d’abord, une augmentation du niveau de l’ARNm de Erk3 a été 
observé dans les îlots pancréatiques de rats traités à la prolactine (24) ou isolés de femelles 
gestante au jour E19 (12). La prolactine joue un rôle important lors de la reproduction, 
principalement en ce qui a trait à la lactation (18). In vitro et in vivo cette hormone joue 
également un rôle dans la sécrétion d’insuline et le métabolisme du glucose (256, 282). 
Deuxièmement, l’inhibition de Erk3 à l’aide d’oligo antisens abolit la sécrétion d’insuline. 
Cet effet a été observé dans les îlots de Langerhans dans des conditions où la sécrétion 
d’insuline est induite par de fortes doses de glucose ainsi que dans les cellules RINm5F, un 
autre modèle utilisé pour étudier la sécrétion d’insuline, mais dans des conditions où la 
sécrétion est induite par le PMA (12). 
1.2.2.3.7.5 Développement  
 
 Les souris Erk3-/- ont été générées dans notre laboratoire (151). Ces souris meurent 
dans les premières 24 h suivant la naissance. La cause exacte entraînant la mort n’a pas été 
identifiée. Cependant, les souris Erk3-/- présentent un retard de croissance intra-utérin qui se 
traduit par une diminution de 10-15% du poids de l’embryon et de 25-40% du poids des 
organes fœtaux. Les souris Erk3-/- présentent également une détresse respiratoire sévère. 
L’analyse des poumons Erk3-/- a révélé que l’inactivation de Erk3 entraîne un retard de 
maturation du poumon qui se traduit par une diminution de l’espace sacculaire et une 
augmentation du contenu en glycogène dans les pneumocytes de types II. Le glycogène est 
normalement utilisé pour la production de surfactant, ce qui permet de réduire la tension 
alvéolaire à l’interface air-liquide (221). De manière intéressante, l’injection de 
dexamétasone afin d’induire la maturation des poumons Erk3-/- ne corrige pas le phénotype 
de létalité néo-natale, suggérant que le problème de maturation à lui seul n’est pas suffisant 
pour entraîner la mort.  
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1.3 Objectifs de cette thèse 
1.3.1 Objectif général 
 
 Parmi les MAP kinases, Erk4 est encore aujourd’hui la MAP kinase la moins 
caractérisée. L’objectif général de mes recherches était de caractériser le mécanisme 
d’activation de cette MAP kinase atypique et d’identifier ses fonctions physiologiques.  
1.3.2 Objectifs spécifiques 
1.3.2.1 Étudier le mécanisme d’activation de Erk4  
 
 Afin d’étudier le mécanisme d’activation de Erk4, mon premier objectif était de 
valider que la boucle d’activation de Erk4 était phosphorylée in vivo et que cette 
phosphorylation était dépendante d’une autre kinase. Mon deuxième objectif était 
d’identifier les conditions modulant la phosphorylation de la boucle d’activation. Enfin, 
mon troisième objectif était de caractériser l’impact de cette phosphorylation sur la 
régulation de l’activité de MK5. 
1.3.2.2 Caractériser la fonction physiologique de Erk4 
 
 Afin d’identifier la fonction physiologique de Erk4, mon premier objectif était de 
générer un modèle animal dont l’expression du gène Mapk4(Erk4) était abolie. Mon 
deuxième objectif était de caractériser le phénotype des souris déficientes pour Erk4. Mon 
troisième objectif était de déterminer si l’absence de phénotype pouvait s’expliquer par un 
mécanisme de compensation assuré par Erk3, le gène paralogue de Erk4. Enfin, mon 
quatrième objectif était de caractériser l’implication de Erk4 dans les phénotypes associés à 
la perte de Erk3 et d’étudier la redondance entre Erk3 et Erk4 in vivo. 
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2  Caractérisation du mécanisme d’activation de la MAP kinase atypique Erk3 et  
Erk4 
2.1 Mise en situation 
 
 L’activité des MAP kinases est régulée principalement par la phosphorylation de 
leur boucle d’activation. Chez les MAP kinases classiques, la boucle d’activation est 
composée du motif TXY et ces résidus sont phosphorylés en trans par une autre kinase, 
elle-même régulée par phosphorylation. Erk3 et Erk4 sont considérées comme des MAP 
kinases atypiques. L’une des caractéristiques majeures différenciant ces deux MAP kinases 
des autres membres de cette famille est la présence d’un motif SEG en remplacement du 
motif TXY. Cette différence est importante puisqu’elle implique que l’activité enzymatique 
de Erk3 et Erk4 puisse être régulée par mono-phosphorylation contrairement aux MAP 
kinases classiques.  
 
 Erk3 et Erk4 sont des kinases très peu caractérisées. D’ailleurs, on ignore si 
l’activation de cette famille de kinase s’inscrit dans le cadre de l’activation d’un module 
kinase. Jusqu’à maintenant, aucune kinase de la boucle d’activation de Erk4/Erk3 n’a été 
identifiée. Néanmoins, il a été montré que la S189 de la boucle d’activation de Erk3 est 
phosphorylée in vivo et qu’une kinase capable de phosphoryler cette sérine a partiellement 
été purifiée sans toutefois être caractérisée davantage. Pour ce qui est des substrats de Erk3 
et Erk4, la MAPKAP kinase MK5/PRAK est le seul substrat identifié à ce jour. Erk4/Erk3 
régulent l’activité de MK5 en modulant son activité kinase ainsi que sa localisation 
subcellulaire. L’impact fonctionnel de cette interaction n’a pas été élucidé. 
 
 Le mécanisme régulant la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk4 et Erk3 
ainsi que l’impact de cette phosphorylation sur l’activité enzymatique ne sont pas connus. 
Ce chapitre traite de la caractérisation du mécanisme d’activation de Erk4 et Erk3 et de 
l’impact de la phosphorylation de leur boucle d’activation sur la régulation de l’activité de 
MK5. Je fais partie des trois premiers auteurs de cet article. J’ai généré la majorité des 
résultats sur Erk4 et participé à la rédaction de l’article.  
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ABSTRACT 
 
 Mitogen-activated protein (MAP) kinases are typical examples of protein kinases 
whose enzymatic activity is mainly controlled by activation loop phosphorylation. The 
classical MAP kinases ERK1/ERK2, JNK, p38 and ERK5 all contain the conserved Thr-
Xxx-Tyr motif in their activation loop that is dually phosphorylated by members of the 
MAP kinase kinases family. Much less is known about the regulation of the atypical MAP 
kinases ERK3 and ERK4. These kinases display structural features that distinguish them 
from other MAP kinases, notably the presence of a single phospho-acceptor site (Ser-Glu-
Gly) in the activation loop. Here, we show that ERK3 and ERK4 are phosphorylated in 
their activation loop in vivo. This phosphorylation is exerted, at least in part, in trans by an 
upstream cellular kinase. Contrary to classical MAP kinases, activation loop 
phosphorylation of ERK3 and ERK4 is detected in resting cells and is not further 
stimulated by strong mitogenic or stress stimuli. However, phosphorylation can be 
modulated indirectly by interaction with the substrate MAP kinase-activated protein kinase 
5 (MK5). Importantly, we found that activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 
stimulates their intrinsic catalytic activity and is required for the formation of stable active 
complexes with MK5 and, consequently, for efficient cytoplasmic redistribution of 
ERK3/ERK4-MK5 complexes. Our results demonstrate the importance of activation loop 
phosphorylation in the regulation of the ERK3/ERK4 function and highlight differences in 
the regulation of atypical MAP kinases as compared to classical family members. 
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INTRODUCTION 
 
 Phosphorylation is a common post-translational modification involved in the 
regulation of protein kinases (16, 25). Phosphorylation can have both positive and negative 
regulatory effects on protein kinase activity. For instance, Tyr15-phosphorylated Cdk1 is 
inactive due to steric hindrance of the ATP binding site (21). Activating phosphorylation 
has been described for a large number of protein kinases. Although phosphorylation events 
can occur throughout the kinase sequence, a common theme is the phosphorylation of the 
activation loop (16, 25). The activation loop is an important regulatory segment located 
within the kinase domain C-terminal lobe, between subdomains VII and VIII, which often 
contains conserved serine, threonine and/or tyrosine residues that can be reversibly 
phosphorylated. This phosphorylation can result either from autophosphorylation in cis or 
phosphorylation in trans by an upstream activating kinase. 
 
 Mitogen-activated protein (MAP) kinases are evolutionarily conserved Ser/Thr 
kinases, which are components of signal transduction pathways that control diverse 
biological processes such as cell proliferation, survival, metabolism, inflammation and 
immune responses (22, 26, 35). MAP kinases are classical examples of protein kinases 
whose enzymatic activity is mainly if not solely regulated by phosphorylation. They 
contain a highly conserved Thr-Xxx-Tyr motif in their activation loop that is dually 
phosphorylated in trans by upstream kinases of the MAP kinase kinases family (28). 
Activation loop phosphorylation of the MAP kinases ERK1 and ERK2 by the MAP kinase 
kinases MEK1/MEK2 stimulates their catalytic activity by ~1000-fold (29). Solving of the 
crystal structures of low activity and dually phosphorylated active MAP kinases has 
uncovered the important role of activation loop phosphorylation for their enzymatic 
activity. In the case of ERK2, phosphorylation of the Thr and Tyr residues induces a 
conformational change of the loop that brings the phosphorylated residues into alignment 
with arginine-rich surface binding sites, thereby promoting domain closure and allowing an 
optimal orientation of the catalytic residues (5, 36). Phosphorylation of the tyrosine also 
remolds the P+1 specificity pocket, contributing to the recognition of proline-containing 
substrates. More recently, hydrogen exchange mass spectrometry analysis has revealed that 
phosphorylation of the activation loop also contributes to the formation of a binding site for 
DEF motif-containing substrates and nucleoporins (23).  
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 ERK3 and ERK4 define a distinct subfamily of atypical MAP kinases that are found 
exclusively in vertebrates (7). These kinases display a number of structural features that 
distinguish them from conventional MAP kinases. Notably, they contain the sequence Ser-
Glu-Gly in their activation loop instead of the conserved Thr-Xxx-Tyr motif (3, 24, 37). 
The physiological functions of ERK3 and ERK4 are poorly understood. There is evidence 
that ERK3 may be involved in the regulation of cell proliferation and differentiation. ERK3 
mRNA and protein levels are elevated in terminally differentiated and growth arrested cells 
(3, 10, 20). Moreover, overexpression of ERK3 inhibits cell cycle progression in some cell 
lines (10, 11, 18). Recent observations also suggest a role for ERK3 in the regulation of 
insulin secretion (2). The identification of the MK family member MK5 as the first 
substrate of ERK3 and ERK4 represented an important step towards a better understanding 
of ERK3/ERK4 functions. Both ERK3 and ERK4 bind to and phosphorylate MK5, leading 
to its enzymatic activation (1, 19, 31, 33). Unlike ERK4, activation of MK5 by ERK3 
seems to depend in part on the kinase activity of ERK3 but also on its scaffolding ability to 
increase MK5 autophosphorylation. Association of MK5 with ERK3/ERK4 also results in 
the cytoplasmic relocalization of the complex.  
 
 Little is known about the regulation of ERK3 and ERK4 activity. The expression of 
ERK3 is regulated both at the levels of transcription (15, 38) and protein stability via the 
ubiquitin-proteasome pathway (9, 10). In contrast, ERK4 is a relatively stable protein (1, 
19). Previous studies have shown that ERK3 is phosphorylated on Ser189 in the activation 
loop, but the functional impact of this phosphorylation has not been addressed in these 
studies (6, 10). Here, we report that both ERK3 and ERK4 are phosphorylated on the 
activation loop motif Ser-Glu-Gly in intact cells. This phosphorylation event is observed in 
unstimulated cells and is minimally influenced by classical MAP kinase stimuli. 
Importantly, we show that activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is necessary 
for stable interaction with, enzymatic activation and subcellular relocalization of the 
effector kinase MK5. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Reagents and antibodies  
Sorbitol, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), anisomycin and hydrogen peroxide 
(H202) were from Sigma. MG132 was from Biomol. SB203580 and U0126 were from LC 
laboratories. Bisindolylmaleimide, KT5720, forskolin, LY294002 and SP600125 were 
from Calbiochem. Commercial antibodies were obtained from the following companies: 
monoclonal anti-phospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204), polyclonal anti-phospho-
JNK(Thr183/Tyr185), anti-phospho-MK2(Thr334), anti-phospho-Akt(Ser473), anti-
phospho-PKD(Ser744/748), anti-phospho-CREB(Ser133) and anti-phospho-
p38(Thr183/Tyr185) from Cell Signaling Technology; polyclonal anti-HA (sc-805), anti-
Myc (Y-11) and monoclonal anti-phospho-c-Jun(Ser63) from Santa-Cruz Biotechnology; 
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit IgG from Biorad; 
monoclonal anti-Flag (M2) from Sigma; FITC-conjugated donkey anti-rabbit and 
rhodamine-conjugated donkey anti-mouse from Jackson Laboratories. Monoclonal anti-
Myc antibody was prepared from 9E10 hybridoma producing cells. Polyclonal antibody to 
ERK3 C-terminus (E3-CTE4) and anti-phospho-ERK3(Ser189) have been described (10). 
Polyclonal ERK4 antibody was generated by immunization of rabbits with His6-ERK4361-
497-GST fusion protein expressed in bacteria. ERK4 specific antibody was purified using 
the Antibodies Purification GST Orientation Kit (Pierce).  
 
Plasmid constructs and mutagenesis 
pcDNA3-Myc6-ERK3 wild type (WT), kinase-dead (KA, K49A/K50A) and SA (S189A) 
have been described (10, 18). pcDNA3-Myc6-ERK3-Flag wild type was generated by first 
subcloning the Flag epitope into EcoRI/XbaI sites of pcDNA3-Myc6 and then subcloning 
ERK3 into the EcoRI site of pcDNA3-Myc6-Flag. The ERK4 cDNA was originally 
provided by Dr Roger Davis (University of Massachusetts Medical School, MA). pcDNA3-
HA-ERK4 was obtained by subcloning ERK4 coding sequence into EcoRI/XbaI sites of 
pcDNA3-HA (10). pcDNA3-GST was generated by amplifying GST by PCR from pGEX-
KG and subcloning it into HindIII/EcoRI sites of pcDNA3. A Kozak sequence was inserted 
into the 5' oligonucleotide for optimal eukaryotic expression. The ERK4 sequence was 
subsequently subcloned into EcoRI/NotI sites to generate pcDNA3-GST-ERK4 vector. 
pcDNA3-Flag-ERK4 was constructed by subcloning ERK4 into EcoRI/NotI sites of 
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pcDNA3-Flag. The pcDNA3-Flag vector was obtained by insertion of the Flag sequence 
between HindIII and EcoRI sites in pcDNA3. MK5 cDNA was obtained from ATCC 
(clone 10436456). MK5 coding sequence was subcloned into the EcoRI site of pcDNA3-
Flag and pcDNA3-HA. MK5(1-423) construct was generated by PCR amplification of the 
full length MK5 cDNA introducing a stop codon at position 1269. MK5(1-423) was 
subcloned into the EcoR1/Not1 sites of pcDNA3-Flag. The mutant constructs ERK4SA 
(S186A), ERK4KA (K49A/K50A), ERK4DA (D149A), MK5TA (T182A) and MK5KD 
(K51A) were generated using the Altered Sites in vitro mutagenesis system (Promega). 
His6-MK5 wild type and KD recombinant proteins were constructed by subcloning the 
MK5 coding region (with stop codon) in frame into pHGST.1 (8). All mutations were 
confirmed by DNA sequencing. Sequence of the primers used for PCR and details about 
the cloning strategies are available upon request. 
 
Cell culture and transfections 
HEK 293, NIH 3T3 and Rat1 cells were cultured as described previously (10). HEK 293 
and Rat1 cells were transfected using the calcium phosphate precipitation method and 
Fugene 6 (Roche Diagnostics), respectively. For stimulation experiments, cells were 
incubated overnight in serum-free medium 24 h after the transfection as described (18). The 
medium was changed 30 min prior to stimulation, and the cells were stimulated for the 
indicated times, washed in ice-cold PBS and frozen in liquid nitrogen until analysis. When 
indicated, protein kinase inhibitors were added 30 min prior to stimulation. 
 
Protein biochemistry methods 
His6-MK5 construct was expressed into BL21 pLys(DE3) RIPL strain. The His6-MK5 
recombinant protein was bound on a HiTrap Chelating HP column (GE Healthcare) in 50 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.5 mM dithiothreitol (DTT) (buffer A), washed, 
and then eluted with buffer A supplemented with 250 mM imidazole on an AKTA FLPC 
system (GE Healthcare). The eluted fractions were dialyzed in buffer A at 4°C overnight. 
GST-Hsp27 was expressed from pGEX-Hu27 (kind gift of Dr Jacques Landry, Université 
Laval) into BL21 pLys(DE3) RIL strain and purified as described (8). Hsp27 was then 
cleaved from purified recombinant GST-Hsp27 with thrombin in buffer A. Protein purity 
and yield were evaluated by SDS-gel electrophoresis and Coomassie staining using bovine 
serum albumin as standard. 
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Cell lysis, immunoprecipitation and immunoblot analysis were performed as described (10, 
30, 32). For immunoblotting, the chemiluminescent signal was analyzed either on film or 
by using a LAS3000 imaging system (Fuji). For immunoprecipitation, 750 µg of lysate 
proteins were incubated with anti-HA (12CA5), anti-Myc (9E10) or anti-Flag antibody 
preadsorbed on protein A-agarose beads (GE Healthcare) for 2-4 h at 4°C. 
Immunoprecipitated proteins were detected by immunoblotting analysis.  
 
For ERK3 kinase assays, transfected HEK 293 cells were treated with 10 µM MG132 for 
12 h before lysis. Coupled kinase assays were performed by incubation of 
immunoprecipitated ERK3 or ERK4 in MK5 kinase buffer (25 mM Hepes (pH 7.5), 25 
mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol) with 500 µM ATP, 20 µCi ATP[g32P], 5 µg of 
recombinant His6-MK5 and 2 µg of Hsp27 at 30°C for 30 min. To measure the MK5 
enzymatic activity associated with ERK3 or ERK4 (Fig. 7), the same protocol was used 
except that the ATP concentration was 50 µM and no recombinant MK5 protein was added 
to the assay. The reactions were stopped by addition of loading buffer and the samples were 
analyzed by SDS-gel electrophoresis. Phosphorylated proteins were detected by 
phosphorimaging with a FLA5000 imaging system (Fuji).  
In vivo 32Pi labeling, two-dimensional phosphopeptide mapping and phosphoamino acid 
analysis were performed as described previously (4, 30, 32). 
 
Immunofluorescence analysis 
Immunofluorescence microscopy was performed as previously described (18). Briefly, 
Rat1 cells were seeded at 60,000 cells/well onto glass coverslips placed in 6-well plates, 
and transfected with expression plasmids (2.5 µg DNA) as described above. The cells were 
fixed with 3.7% paraformaldehyde in PBS for 20 min at 37ºC. After quenching in 0.1 M 
glycine for 5 min, the cells were permeabilized by incubation in 0.1% Triton X-100 for 5 
min at room temperature. Non specific sites were blocked in PBS, 1% bovine serum 
albumin for 60 min at 37°C. Staining was performed by incubating cells for 1 h at 37ºC 
with anti-Myc and anti-Flag antibodies, followed by incubation with FITC-conjugated anti-
rabbit IgG and rhodamine-conjugated anti-mouse IgG as respective secondary reagents. 
Cell preparations were viewed by fluorescence microscopy on a Leica DM IRB 
microscope. 
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Mass spectrometry analysis 
Exponentially proliferating HEK 293 cells were transfected with pcDNA3-Myc6-ERK3 or 
pcDNA3-Flag-ERK4. Cell lysates were prepared, and Myc6-ERK3 or Flag-ERK4 were 
respectively immunoprecipitated with anti-Myc and anti-Flag antibody. The proteins were 
then separated by electrophoresis on SDS-acrylamide gels and the corresponding silver-
stained bands were excised from the gel. The gel slices were reduced in 10 mM DTT for 1 
h at 56ºC followed by alkylation in 55 mM iodoacetamide for another hour at room 
temperature. After washing in 50 mM NH4CO3, the gel pieces were shrunk in 100% 
acetonitrile, and the proteins were digested with trypsin (Promega) in 50 mM NH4CO3 for 4 
h at 37ºC. The peptides were extracted in 90% acetonitrile/0.5 M urea and dried in a Speed 
Vac. The samples were solubilized in 5% acetonitrile, 0.2% formic acid and analyzed on a 
Waters Nanoacquity HPLC system coupled to a Q-TOF Premier mass spectrometer 
(Waters). Tryptic digests were first loaded on the pre-column at a flow rate of 4 ml/min and 
subsequently eluted from the analytical column using a gradient from 10 to 60% 
acetonitrile in 0.2 % formic acid over 56 min at 600 nl/min. Data base searches were 
performed against a non-redundant human IPI database using Mascot version 2.1 (Matrix 
Science). 
 
Molecular modeling 
Models of un-phosphorylated (1ERK) and phosphorylated (2ERK) rat ERK2 and un-
phosphorylated human ERK3 (2I6L) were rendered using Swiss-PDB viewer v3.7. 
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RESULTS 
 
ERK3 and ERK4 are phosphorylated in trans on Ser189 and Ser186, respectively, in 
their activation loop 
 
 To get insights into the regulation of the atypical MAP kinases ERK3 and ERK4, 
we performed in vivo labeling experiments with 32Pi to evaluate the phosphorylation status 
of the two kinases in proliferating cells. The expression of ectopic ERK3 is very weak due 
to a high turnover rate mediated by the ubiquitin-proteasome system (10). For labeling 
experiments, we used a Myc6-tagged form of ERK3 to facilitate detection, as we recently 
showed that N-terminal ubiquitination of ERK3 is perturbed by addition of large N-
terminal tags (9). As previously observed (6, 9), we found that ERK3 is a phosphoprotein 
in vivo (Fig. 1A). Phosphopeptide mapping analysis revealed that ERK3 is phosphorylated 
on 2 major peptides, and a number of minor sites, in exponentially proliferating HEK 293 
cells (Fig. 1B). The phosphorylation of ERK3 does not depend on its own 
phosphotransferase activity. Indeed, the phosphorylation pattern of an ERK3 mutant in 
which lysine 49 and 50 of subdomain II are mutated to alanine (ERK3KA) is similar to that 
of the wild type protein (Fig. 1, A and B). Another catalytically inactive mutant of ERK3 
(lacking the catalytic base Asp152 of subdomain VIB) is also phosphorylated to the same 
extent (data not shown). Phosphorylation of ERK3 is thus mediated in trans by an 
endogenous cellular kinase, possibly the ERK3 kinase previously characterized (6). In 
agreement with previous reports (6, 9, 10), we identified the activation loop residue Ser189 
(spot 2) as one of the two major phosphorylation sites of ERK3 in asynchronously 
proliferating cells (Fig. 1B). The phosphorylation of ERK3 on Ser189 was further 
confirmed by mass spectrometry analysis (data not shown) and by immunoblotting analysis 
with a phospho-specific antibody to Ser189 (Fig. 1C). This antibody recognizes wild type 
and kinase-dead ERK3, but not the S189A mutant. By using a combination of 
phosphopeptide mapping and mass spectrometry analyses, we identified the other major 
phosphorylation site (spot 1) of ERK3 as Ser386 (Supplementary Fig. 1A and 1B).  
 
 ERK4 was also found to be phosphorylated in exponentially proliferating HEK 293 
cells (Fig. 1A). Phosphopeptide maps of labeled ERK4 showed three main spots all 
containing phosphoserine residues (Fig. 1B and Supplementary Fig. 2). Mutation of the 
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activation loop Ser186 to Ala reduced the total incorporation of 32P into ERK4 (Fig. 1A) 
and led to the disappearance of spot 1 on phosphopeptide maps (Fig. 1B), indicating that 
ERK4 is phosphorylated on Ser186 in vivo. Phosphorylation of Ser186 was further 
confirmed by mass spectrometry analysis (data not shown). Interestingly, Ser186 
phosphorylation of ERK4 could also be detected using the anti-ERK3(Ser189) phospho-
specific antibody (Fig. 1C). This antibody is thus referred to as a Ser189/186 phospho-
specific antibody. As for ERK3, mass spectrometry analysis revealed that ERK4 is 
phosphorylated on Ser386 in vivo (Supplementary Fig. 1C).  
 
 Contrary to ERK3, activation loop phosphorylation of ERK4 depends in part on 
ERK4 kinase activity. The catalytically inactive mutant of ERK4 D149A is significantly 
less phosphorylated than the wild type protein on Ser186 (Fig. 1, B and C). However, the 
residual phosphorylation of the mutant on Ser186 indicates that ERK4 is also subject to 
activation loop phosphorylation by an unknown cellular kinase. 
 
 Phylogenetic analysis revealed that Ser189 and Ser186 are conserved in all 
vertebrate orthologs of ERK3 and ERK4 (Fig. 1D). The surrounding residues in the 
activation loop are also highly conserved, explaining the cross-reactivity of the anti-
ERK3(Ser189) phospho-specific antibody. Ser189/Ser186 corresponds to threonine 185 in 
the MAP kinase ERK2 (Fig. 1D).  
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FIG. 1. ERK3 and ERK4 are phosphorylated in trans on Ser189 and Ser186 in vivo.  
A: HEK 293 cells were transfected with empty vector (V) or with Myc6-tagged wild type (WT), kinase-dead 
(KA, K49A/K50A) or S189A mutants of ERK3 (left panels), or HA-tagged wild type, catalytically inactive 
(DA, D149A) or S186A mutants of ERK4 (right panels). The cells were metabolically labeled with 32Pi, and 
the ectopic ERK3 and ERK4 proteins were immunoprecipitated with anti-Myc and anti-HA antibody, 
respectively. Phosphorylation was detected by autoradiography (upper panels). The same membrane was 
analyzed for ERK3 and ERK4 expression by immunoblotting (lower panels). B: Phosphopeptide mapping 
analysis of 32P-labeled ERK3 and ERK4 proteins purified as in A. Major phosphopeptides are numbered. The 
arrowhead indicates the position of sample application. Note the disappearance of spot 2 in ERK3 S189A 
mutant and spot 1 in ERK4 S186A mutant maps, respectively (arrows). C: HEK 293 cells were transfected 
with the indicated Myc6-tagged ERK3 (left panels) or HA-tagged ERK4 (right panels) constructs. Total 
lysates from exponentially proliferating cells were analyzed by immunoblotting using S189/186 phospho-
specific (upper panels) or Myc/HA (lower panels) antibodies. D: Sequence alignment of the activation loop 
residues surrounding Ser189 and Ser186 in different ERK3/ERK4 orthologs and human ERK2. Asterisk 
indicates phosphorylation. 
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Activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is not modulated by classical 
MAP kinase stimuli 
 
 Phosphorylation of the classical MAP kinases ERK1/ERK2, JNKs and p38s in the 
activation loop is acutely regulated by extracellular mitogenic and stress stimuli. We 
therefore examined the regulation of ERK3 and ERK4 activation loop phosphorylation by 
known MAP kinase stimuli such as serum, PMA, sorbitol and H2O2. Immunoblotting 
analysis with the Ser189/186 phospho-specific antibody revealed that ERK3 and ERK4 are 
detectably phosphorylated in the activation loop in unstimulated serum-starved cells and 
that treatment with strong mitogenic factors or cellular stresses does not further increase the 
extent of phosphorylation (Fig. 2A). More detailed kinetic analyses confirmed that 
phosphorylation of ERK3 and ERK4 on Ser189 and Ser186, respectively, is not 
appreciably modulated by serum or sorbitol, although a small reduction in ERK4 
phosphorylation was noticed upon long term sorbitol exposure (Fig. 2, B and C). In sharp 
contrast, activating phosphorylation of the MAP kinases ERK1/ERK2, JNK or p38 was not 
detectable in serum-starved cells, but was strongly augmented upon serum or sorbitol 
stimulation. These results clearly indicate that the ERK3/ERK4 subfamily of MAP kinases 
is regulated very differently than classical family members. 
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FIG. 2. Common mitogenic or stress stimuli do not modulate activation loop 
phosphorylation of ERK3 and ERK4. 
A: HEK 293 cells were transfected with Myc6-ERK3-Flag or HA-ERK4 and serum-starved overnight. 
Quiescent cells were then stimulated or not (Cont) with 10% fetal bovine serum (FBS), 200 nM phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA), 400 mM sorbitol, or 2 mM hydrogen peroxide (H2O2) for 10 min. The 
phosphorylation of ERK3/ERK4 on Ser189/Ser186 (upper panel), the total expression of ERK3 and ERK4 
(middle panel), and the activation loop phosphorylation of ERK1/ERK2 or p38 (lower panels) was analyzed 
by immunoblotting. NT, non transfected. B: HEK 293 cells were transfected with either Myc6-ERK3 or Flag-
ERK4. The cells were made quiescent by serum deprivation, and then stimulated with 10% calf serum for the 
indicated times. Total cell lysates were analyzed by immunoblotting as described above. C: Same as in B, 
except that cells were stimulated with 400 mM sorbitol. The activation loop phosphorylation of p38 (lower 
left panel) and JNK (lower right panel) was monitored by immunoblotting. 
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The stoichiometry of ERK3/ERK4 activation loop phosphorylation can be indirectly 
increased by MK5 interaction  
 
 Recent studies have shown that MK5, in addition to being a substrate of 
ERK3/ERK4, can reciprocally act as a kinase and phosphorylate ERK3 and ERK4 both in 
vitro and in vivo (19, 31, 33), suggesting a complex relationship between these protein 
kinases. To analyze the impact of MK5 on ERK3 and ERK4 activation loop 
phosphorylation, we co-transfected the two kinases in HEK 293 cells and monitored the 
phosphorylation of ERK3 on Ser189 or of ERK4 on Ser186. As previously reported (19), 
overexpression of MK5 resulted in hyper-phosphorylation of ERK4 as revealed by the 
presence of a slower migrating band on SDS-acrylamide gels (Fig. 3A, middle panel). Co-
expression of catalytically inactive MK5 with ERK4 or expression of catalytically inactive 
ERK4 with MK5 failed to induce this mobility shift, indicating that ERK4 hyper-
phosphorylation is dependent on both MK5 and ERK4 kinase activities. The ERK4 S186A 
mutant was also hyper-phosphorylated when co-expressed with MK5, although the 
mobility shift was only partial compared to the wild type protein. 
 
 Interestingly, co-expression of MK5 significantly increased the phosphorylation of 
both ERK4 and ERK3 in the activation loop (Fig. 3A and 4A, upper panel). This 
augmented phosphorylation was shown to be completely independent of the catalytic 
activities of MK5 and of ERK3/ERK4. Analysis of ERK3 Ser189 and ERK4 Ser186 
phosphorylation (Fig. 3A and 4A, upper panel) and total ERK3/ERK4 levels (Fig. 3A and 
4A, middle panel) suggested that the increase in Ser189 and Ser186 phosphorylation is 
mainly due to a change in phosphorylation stoichiometry rather than a change in protein 
abundance. However, unlike ERK3, ERK4 can be detected as two distinct bands on gels, 
which complicates the quantitative assessment of its phosphorylation. To further address 
this question, we monitored Ser186 phosphorylation of ERK4 at increasing concentrations 
of MK5. These experiments convincingly showed that activation loop phosphorylation of 
wild type ERK4 and D149A mutant increases proportionally with the amount of MK5 
without any major change in ERK4 protein abundance (Fig. 3B), thus confirming that MK5 
expression increases the stoichiometry of ERK3/ERK4 activation loop phosphorylation.  
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 To determine whether the increase in ERK3 Ser189 and ERK4 Ser186 
phosphorylation was dependent on MK5 interaction, we co-transfected a truncated form of 
MK5 (amino acids 1 to 423), which lacks the region required for ERK3/ERK4 interaction 
but still possesses kinase activity (1). Expression of MK5(1-423) failed to increase ERK3 
and ERK4 activation loop phosphorylation (Fig. 3C and 4B). Together, these results 
suggest that MK5 interaction favors the recruitment of an activating ERK3/ERK4 kinase 
into the complex.  
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FIG. 3. Overexpression of MK5 increases the phosphorylation of ERK4 on Ser186.  
A and C: HEK 293 cells were transfected with HA- or Flag-tagged MK5 WT, KD or the truncated 1-423 
mutant (423) together with the indicated HA-ERK4 constructs. After 48 h, the phosphorylation of ERK4 on 
Ser186 (upper panel), and the total expression of ERK4 (middle panel) and MK5 (lower panel) were analyzed 
by immunoblotting. (*)non-specific bands B: HEK 293 cells were transfected with increasing amounts of 
Flag-MK5 in the presence of HA-ERK4 WT (left panel) or HA-ERK4 DA (right panel). Cell lysates were 
analyzed as above. The bar histograms represent the ratio of phosphorylated ERK4 to total ERK4 quantified 
from three independent experiments. 
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FIG. 4. Overexpression of MK5 increases phosphorylation of ERK3 on Ser189.  
A and B: HEK 293 cells were transfected with Flag-tagged MK5 WT, KD or the truncated 1-423 mutant 
(423) together with the indicated Myc6-ERK3 constructs. After 48 h, the phosphorylation of ERK3 on Ser189 
(upper panel), and the total expression of ERK3 (middle panel) and MK5 (lower panel) were analyzed by 
immunoblotting. 
 
Activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is essential for optimal MK5 
activation 
 
 To analyze the impact of activation loop phosphorylation on the activity of ERK3 
and ERK4, we measured the ability of the two kinases to activate MK5 in an in vitro 
coupled kinase assay. For these experiments, Myc6-tagged wild type or mutant ERK3 were 
transiently expressed in HEK 293 cells, immunoprecipitated, and incubated with purified 
recombinant wild type or inactive MK5 in the presence of Hsp27 as substrate. As shown in 
Fig. 5A, wild type ERK3 immunoprecipitated from exponentially proliferating HEK 293 
cells strongly activated MK5 as revealed by the robust phosphorylation of its substrate 
Hsp27. Little or no phosphorylation of Hsp27 was detected in the absence of MK5, 
confirming that ERK3 acts directly on MK5. The two catalytically inactive mutants of 
ERK3 K49A/K50A and D152A failed to activate MK5, indicating that direct 
phosphorylation of MK5 is required for its enzymatic activation. Likewise, the S189A 
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activation loop mutant of ERK3 was unable to stimulate the activity of MK5 in vitro (Fig. 
5A).  
 
 Similar results were obtained with ERK4 (Fig. 5B). Notably, ERK4 S186A mutant 
partially activated MK5 in this assay, suggesting that ERK4 possesses residual kinase 
activity in the absence of Ser186 phosphorylation. Nevertheless, phosphorylation of Ser186 
strongly enhanced ERK4 activity. Altogether, these data demonstrate that activation loop 
phosphorylation of the atypical MAP kinases ERK3 and ERK4 is required for full kinase 
activity and subsequent MK5 activation. 
 
 
FIG. 5. Activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is essential for optimal 
MK5 activation in vitro.  
A: HEK 293 cells were transfected with the indicated Myc6-tagged ERK3 constructs. After 24 h, the cells 
were treated with 10 µM MG132 for 12 h, and ERK3 was immunoprecipitated with anti-Myc antibody. 
Enzymatic activity was measured in a coupled kinase assay by incubation of ERK3 with recombinant His6-
MK5 (wild type (WT) or kinase-dead (KD)) and Hsp27 in the presence of ATP[g32P]. The reaction products 
were analyzed by autoradiography (upper panel) and immunoblotting of the indicated proteins. The amount of 
Hsp27 was normalized by Ponceau staining of the membrane. B: Same as above, except that HEK 293 cells 
were transfected with the indicated HA-tagged ERK4 constructs. After 36 h, ERK4 was immunoprecipitated 
with anti-HA and enzymatic activity was assayed as in A.  
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Phosphorylation of ERK3 and ERK4 in the activation loop allows for stable 
interaction with their substrate MK5 
 
 We then evaluated the impact of Ser189/186 phosphorylation on complex formation 
between ERK3/ERK4 and MK5. Co-immunoprecipitation experiments confirmed that both 
ERK3 and ERK4 interact with MK5 in a kinase-independent manner (Fig. 6, A and B) (1, 
19, 31, 33). Strikingly, activation loop mutants of ERK3 and ERK4 were found to interact 
poorly with MK5 (Fig. 6, A and B). In contrast, interaction of ERK4 with MK5 is not 
influenced by the phosphorylation of MK5 activation loop (Fig. 6C). 
 
 We next measured the MK5 activity associated with ERK3 and ERK4 in cells. 
Immunoprecipitates of ERK3 and ERK4 co-expressed with MK5 display high 
phosphotransferase activity towards Hsp27 (Fig. 7, A and B). Co-transfection with an 
inactive MK5 mutant abolishes this activity, confirming that MK5 is responsible for the 
observed Hsp27 phosphorylation. Contrary to the results of in vitro coupled kinase assays 
(Fig. 5A), expression of catalytically inactive mutants of ERK3 induced a partial activation 
of the physically-associated MK5 (Fig. 7A). This kinase-independent activity is likely due 
to the scaffolding action of ERK3 as postulated by Schumacher et al. (31). Importantly, the 
S189A and S186A mutants of ERK3 and ERK4, respectively, were completely devoided of 
associated MK5 activity (Fig. 7, A and B), in agreement with the results of co-
immunoprecipitation experiments (Fig. 6). Thus, in addition to stimulating their intrinsic 
catalytic activity, activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is important for the 
formation of active ERK3/ERK4-MK5 complexes. 
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FIG. 6. Activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4 is required for their 
stable interaction with MK5 in vivo.  
A and B: HEK 293 cells were transfected with the indicated Myc6-ERK3 or HA-ERK4 constructs together 
with wild type or kinase-dead Flag-MK5. After 36 h, the cells were lysed and MK5 was immunoprecipitated 
with anti-Flag antibody. Total lysates and Flag immunoprecipitates were analyzed by immunoblotting with 
antibodies to Myc, HA and Flag epitopes. C: HEK 293 cells were transfected with the indicated expression 
plasmids. After 36 h, cells were lysed and ERK4 was immunoprecipitated with anti-HA antibody. Total 
lysates and HA immunoprecipitates were analyzed by immunoblotting with appropriate antibodies. 
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FIG. 7. Activation loop phosphorylation allows the formation of active ERK3/ERK4-
MK5 complexes in vivo.  
A: HEK 293 cells were transfected with the indicated Myc6-tagged ERK3 and Flag-tagged MK5 constructs. 
After 24 h, the cells were treated with 10 µM MG132 for 12 h, and ERK3 was immunoprecipitated with anti-
Myc antibody. Enzymatic activity was measured by incubation of ERK3 with Hsp27 in the presence of 
ATP[g32P]. The reaction products were analyzed by autoradiography (upper panel) and immunoblotting of the 
indicated proteins. Hsp27 was normalized by Ponceau staining of the membrane. B: Same as above, except 
that HEK 293 cells were transfected with the indicated HA-taggged ERK4 constructs. After 36 h, ERK4 was 
immunoprecipitated with anti-HA and enzymatic activity was assayed as in A. 
 
 
The nucleocytoplasmic distribution of ERK3/ERK4-MK5 complexes is regulated by 
activation loop phosphorylation 
 
 Co-expression of ERK3 with MK5 has been reported to induce the cytoplasmic 
relocalization of MK5 (31) or of both MK5 and ERK3 (33) in various cell types. Similarly, 
ERK4 expression with MK5 causes the nuclear-to-cytoplasmic redistribution of MK5 (1, 
19). Given the importance of Ser189 and Ser186 phosphorylation for the interaction of 
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ERK3 and ERK4 with MK5, we asked whether this phosphorylation event influences the 
subcellular localization of ERK3/ERK4-MK5 complexes. For these experiments, MK5 and 
wild type or mutant ERK3 were transiently expressed in Rat1 cells, and the cellular 
localization of the two kinases was visualized by immunofluorescence microscopy. As 
previously reported (18, 33), ERK3 and MK5 when expressed alone localize mainly in the 
nucleus, while their co-expression induces the relocalization of both kinases in the 
cytoplasm (Fig. 8). The catalytically inactive mutant of ERK3 D152A was similarly 
relocalized to the cytoplasm by MK5. However, ERK3 S189A mutant was less efficiently 
redistributed to the cytoplasm than the wild type protein (Fig. 8B). In these assays, no 
apparent difference in the localization of MK5 could be observed upon co-expression with 
the different ERK3 mutants (Fig. 8A). The reason for this is unclear. It is possible that an 
inappropriate stoichiometry between the two expressed proteins results in a lack of 
sensitivity of our assay. Nevertheless, the effect of the Ser189 mutation on the cytoplasmic 
redistribution of ERK3 by MK5 suggests that activation loop phosphorylation is important 
for the subcellular localization of ERK3-MK5 complexes. 
 
 Unlike ERK3, ERK4 is mainly found in the cytoplasmic compartment of most cell 
types (Fig. 9 and (1)). This explains why we do not observe a cytoplasmic redistribution of 
the kinase upon co-expression of MK5 (Fig. 9A). On the other hand, co-expression of wild 
type or catalytically inactive ERK4 leads to a quantitative redistribution of MK5 from the 
nucleus to the cytoplasm (Fig. 9B). Mutation of Ser186 of ERK4 markedly impairs the 
cytoplasmic relocalization of MK5. The more efficient subcellular redistribution of MK5 
mediated by ERK4 compared to ERK3 could be explained in part by the fact that ERK4 is 
more stable than ERK3 (1, 10, 19). We conclude that activation loop phosphorylation of 
ERK3 and ERK4 is necessary for their stable association with MK5 and, as a consequence, 
for the redistribution of ERK3/ERK4-MK5 complexes to the cytoplasm. 
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FIG. 8. The cytoplasmic redistribution of ERK3 induced by MK5 depends in part on 
Ser189 phosphorylation.  
A and B: Rat1 cells were transfected with the indicated Myc6-tagged ERK3 and Flag-tagged MK5 constructs. 
After 48 h, the cells were fixed and the subcellular localization of ERK3 and MK5 was visualized by 
fluorescence microscopy after double staining with anti-Myc and anti-Flag antibodies. For each condition, at 
least 100 cells co-expressing ERK3 and MK5 were scored as follow: cells showing predominant cytoplasmic 
(C), uniform nuclear and cytoplasmic (N/C) or predominant nuclear (N) staining. Bar graphs represent the 
mean +/- SEM of three independent experiments. A representative example of the different subcellular 
localization patterns of ERK3 is shown.  
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FIG. 9. Ser186 phosphorylation of ERK4 is required for efficient cytoplasmic 
relocalization of MK5. 
A and B: Rat1 cells were transfected with the indicated HA-tagged ERK4 and Flag-tagged MK5 constructs. 
After 48 h, the cells were fixed and the subcellular localization of ERK4 and MK5 was visualized by 
fluorescence microscopy after double staining with anti-HA and anti-Flag antibodies. The data were analyzed 
and expressed as in Fig. 8. A representative example of the different subcellular localization patterns of MK5 
is shown. 
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DISCUSSION 
 
 The enzymatic activity of classical MAP kinases is controlled by reversible 
phosphorylation of the activation loop. In this study, we show that the ERK3 subfamily of 
atypical MAP kinases, which consist of ERK3 and ERK4, is also subject to regulation by 
activating loop phosphorylation in vivo. ERK3 and ERK4 possess the sequence Ser-Glu-
Gly in their activation loop instead of the conserved Thr-Xxx-Tyr motif found in classical 
MAP kinases (7). Like other MAP kinases, ERK3 and ERK4 are phosphorylated on this 
motif in intact cells (this study; (6, 9, 10)). Interestingly, in vivo labeling experiments and 
immunoblotting analysis with a phospho-specific antibody to Ser189/186 revealed that 
phosphorylation of ERK3 and ERK4 in the activation loop is constitutive in resting cells. 
No change in the extent of Ser189/Ser186 phosphorylation of ERK3/ERK4 was observed 
upon stimulation of quiescent cells by potent mitogenic or stress stimuli. In contrast, the 
same treatments induced a robust activation of the classical MAP kinases ERK1/2, JNK 
and p38. These results indicate that ERK3 and ERK4 are regulated differently than classical 
MAP kinases.  
 
 Interestingly, we observed that MK5 expression indirectly increases the 
stoichiometry of phosphorylation of ERK3/ERK4 in the activation loop. This increase is 
independent of the catalytic activity of both MK5 and ERK3/ERK4, suggesting that the 
physical association of ERK3/ERK4-MK5 complexes may facilitate the recruitment and/or 
activation of the ERK3/ERK4 activation loop kinase. This mechanism may create a 
positive feedback loop to enforce MK5 activation. The physiological relevance of this 
observation requires further investigation. 
 
 Our findings confirm that phosphorylation of ERK3 on Ser189 is exerted in trans 
by one or more cellular kinases, which may correspond to a previously characterized and 
partially purified ERK3-kinase activity (6). On the other hand, activation loop 
phosphorylation of ERK4 appears to depend both on autophosphorylation and on 
phosphorylation by a cellular kinase. The identity of the ERK3 and ERK4 kinase(s) is 
unknown. To get initial insight into the signaling pathways involved in the control of ERK3 
and ERK4 activation loop phosphorylation, we have treated cells with pharmacological 
inhibitors of the following protein kinases: MEK1/2, JNK, p38, phosphatidylinositol-3-OH 
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kinase, protein kinase C and protein kinase A. No significant change in the activation loop 
phosphorylation of ERK3 or ERK4 was observed upon inhibition of these signaling 
pathways (Supplementary Fig. 3). The observation that ERK3 and ERK4 are 
phosphorylated in all cellular conditions tested, including growth-arrested and terminally 
differentiated cells, suggest that ERK3 and ERK4 activation loop kinases are constitutively 
active in most cellular contexts and may represent a single protein kinase.  
 
 Some activation loop kinases are known to be constitutively active. The cyclin-
dependent kinase activating kinase (CAK) is responsible for phosphorylation of the 
conserved threonine residue present in the activation loop of the cell cycle kinases Cdk1, 
Cdk2 and Cdk4/6. Studies indicate that CAK is active in all phases of the cell cycle and is 
therefore not limiting for cyclin-dependent kinase activation (34). Activation loop 
phosphorylation of ERK3 and ERK4 could result from the basal activity of a highly 
expressed ERK3/ERK4 kinase(s). As suggested by Dummler et al. (12), the basal activity 
of ERK1/ERK2 is sufficient to activate RSK4 in the absence of extracellular stimulation. 
For certain protein kinases, activation loop phosphorylation is necessary but not sufficient 
to induce full activation of the enzyme. Phosphorylation of a second site or protein-protein 
interactions is necessary. In the case of ERK3 and ERK4, interaction with MK5 and/or 
phosphorylation induced by MK5 could represent an additional regulatory step leading to 
their activation.  
 
 Our results clearly demonstrate the positive regulatory role of Ser189/Ser186 
phosphorylation on the kinase activity of ERK3/ERK4. Recently, the crystal structure of 
the unphosphorylated ERK3 kinase domain was solved (13). This structure helps explain 
the lack of activity of ERK3 S189A mutant. The non-phosphorylated ERK3 is found in an 
open conformation, often observed in inactive protein kinases (16, 25) (Supplementary Fig. 
4A). Moreover, the activation loop of non-phosphorylated ERK3 blocks access to the active 
site (Supplementary Fig. 4B). The fact that ERK4 S186A mutant displays partial kinase 
activity suggests that the configuration of its activation loop differs from that of ERK3, 
despite the high degree of amino acid conservation between the two kinases.  
 
 Previous studies have shown that physical interaction, but not kinase activity, is 
important for the nuclear-to-cytoplasmic redistribution of MK5 by ERK3 and ERK4. A 
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motif between amino acids 330 to 340 of ERK3/ERK4 was shown to be essential for this 
phenomenon (33). The results presented here now reveal a role of ERK3/ERK4 activation 
loop phosphorylation in regulating the subcellular localization of ERK3/ERK4-MK5 
complexes. This effect is most likely a consequence of the stabilizing effect of 
Ser189/Ser186 phosphorylation on the physical association between ERK3/ERK4 and 
MK5. A subset of ERK1/ERK2 substrates preferentially associates with the dually 
phosphorylated kinases (23). These substrates are characterized by the presence of a DEF 
domain, which interacts with a hydrophobic patch located on the C-terminal lobe of the 
kinase, near the activation loop (17). In fact, the activation loop partially masks the FxFP 
binding site in the non-phosphorylated ERK2 structure (23). Pull-down experiments have 
revealed that phosphorylated ERK2 has 3 times more affinity to FxFP-containing Elk1 than 
the non-phosphorylated kinase. Our results suggest that phosphorylated ERK3 and ERK4 
interact ~10 times more efficiently with MK5 than the S189A/S186A mutants. Similarly to 
other MAP kinases, ERK3 and ERK4 could preferentially associate with their substrates 
(e.g. MK5) in the phosho-Ser189/186 form via a specific binding interface. Alternatively, 
MK5 might directly contact the phosphorylated activation loop segment. 
 
 The results of the present study can be summarized in the following model (Fig. 
10). MK5 has low affinity for and interacts transiently with unphosphorylated 
ERK3/ERK4. This interaction recruits and/or contributes to the activation of ERK3/ERK4 
activation loop kinase, which catalyzes the phosphorylation of Ser189/Ser186. Once this 
phosphorylation step has occured, the ERK3/ERK4-MK5 interaction is strengthened, 
ERK3/ERK4 is activated and subsequently phosphorylates MK5 on its own activation loop 
(1). Phosphorylation of MK5 on Thr182 fully activates the kinase and induces the 
phosphorylation of ERK3/ERK4 outside of the activation loop. The two activated kinases 
are then competent to phosphorylate additional physiological substrates and relay the signal 
downstream. The identity and regulatory impact of MK5 phosphorylation sites on 
ERK3/ERK4 remain to be established. In the course of these studies, we have identified 
Ser386 as a novel phosphorylation site in both ERK3 and ERK4 (Supplementary Fig. 1). 
Interestingly, the conserved Ser386 residue lies in a putative MK5 consensus sequence 
(14). Further experiments are needed to clarify the role and regulation of this 
phosphorylation site. 
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 During the revision of this manuscript, Perander et al. published a study in which 
they reported similar findings on the role of Ser186 of ERK4 (27). 
  
 
 
FIG. 10. Model of the activation of ERK3/ERK4-MK5 complexes.  
See text for detail 
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SUPPLEMENTARY FIG. 1. ERK3 and ERK4 are phosphorylated on Ser386 in vivo.  
A: HEK 293 cells were transfected with Myc6-tagged wild type (WT), S189A or S386A mutants of ERK3. 
The cells were metabolically labeled with 32Pi, and the ectopic ERK3 protein was immunoprecipitated with 
anti-Myc antibody. Proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis, transferred to PVDF membrane and 
analyzed by autoradiography. The 32P-labeled ERK3 protein band was excised from the membrane, digested 
with trypsin, and subjected to two-dimensional phosphopeptide mapping analysis. Major phosphopeptides are 
numbered. The arrowhead indicates the position of sample application. Note the disappearance of spot 2 in 
ERK3 S189A mutant map and spot 1 in ERK3 S386A map, respectively (arrows). B and C: Exponentially 
proliferating HEK 293 cells were transfected with Myc6-ERK3 or Flag-ERK4. The cells were lysed and 
Myc6-ERK3 or Flag-ERK4 was immunoprecipitated with anti-Myc or M2 anti-Flag antibody, respectively. 
Proteins were separated by SDS-gel electrophoresis and the corresponding silver-stained ERK3 or ERK4 
band was excised from the gel and analyzed by LC-MS/MS. B: Tandem MS/MS spectrum of precursor ion at 
m/z 941.4 corresponding to peptide ALSDVTDEEEVQVDPR of ERK3 bearing a phosphate group on residue 
S3. C: Tandem MS/MS spectrum of precursor ion at m/z 802.9 corresponding to ERK4 peptide 
AGSAPLAEDVQVDPR with a phosphate group on residue S3 
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SUPPLEMENTARY FIG. 2. ERK4 is phosphorylated mainly on serine residues in 
vivo.  
HEK 293 cells were transfected with HA-ERK4. The cells were labeled with 32Pi, and ectopic ERK4 protein 
was immunoprecipitated with anti-HA antibody. Proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis, and the 
32P-labeled ERK4 protein was subjected to phosphopeptide mapping (upper panel) and phosphoamino acid 
analysis (lower panel). Major phosphopeptides are numbered. The migration of unlabeled phosphoamino 
acids is indicated.  
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SUPPLEMENTARY FIG. 3. Effect of various protein kinase inhibitors on the 
activation loop phosphorylation of ERK3 and ERK4.  
Exponentially growing HEK 293 cells were transfected with Myc6-ERK3 or HA-ERK4 constructs. A to C: 
After 48 h, the cells were treated for 30 min with the following pharmacological inhibitors: JNK inhibitor 
SP600125 50 µM (A), MEK1/2 inhibitor U0126 10 µM (B), or phosphatidylinositol-3-OH kinase inhibitor 
LY294002 20 µM (C). D to F: After 24 h, the cells were starved of serum for 24 h and incubated for 30 min 
with the protein kinase C inhibitor bisindolylmaleimide 10 µM (D), p38 MAP kinase inhibitor SB203580 10 
µM (E) or protein kinase A inhibitor KT5720 10 µM (F). The cells were then stimulated for 20 min with 10 
µM PMA (D), 400 mM sorbitol (E) or 20 µM forskolin (F). The phosphorylation of ERK3/ERK4 on 
Ser189/Ser186, the total expression of ERK3/ERK4 and GAPDH, and the phosphorylation of control targets 
were analyzed by immunoblottin 
 123 
 
 
SUPPLEMENTARY FIG. 4. Unphosphorylated ERK3 is not in a catalytically active 
conformation.  
A: The structures of unphosphorylated ERK2 (1ERK) and ERK3 (2I6L) were superposed on dually-
phosphorylated ERK2 (2ERK) using the C-teminal lobe as reference. Note that unphosphorylated kinases are 
in an open configuration (see arrow). B: The activation loop of ERK3 partially masks its catalytic site. 
Doubly-phosphorylated ERK2 (left panels) and unphosphorylated ERK3 (right panels) are shown in ribbon 
(upper panels) and molecular surface (lower panels) representation. The catalytic base, revealing the position 
of the active site, is highlighted in red on the surface. The activation loop segment is colored yellow. 
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3  Caractérisation de la fonction physiologique de la MAP kinase  atypique Erk4 
3.1 Mise en situation 
 
 Erk4 et Erk3 sont deux membres atypiques de la famille des MAP kinases. La 
grande similitude entre l’organisation du gène Mapk4 et Mapk6 ainsi que le pourcentage 
élevé d’homologie entre la structure protéique de Erk4 et Erk3 suggère que ces deux 
kinases sont originaires d’un gène ancestral commun. Depuis leur identification il y a plus 
d’une dizaine d’année, ces deux kinases ont été très peu caractérisées et leurs fonctions 
demeurent d’ailleurs inconnues. 
 
 Dans notre laboratoire, Benjamin Turgeon a généré les souris nulles pour Erk3. 
L’inactivation du gène Mapk6 a permis de révéler le rôle de Erk3 dans la survie néonatale, 
la croissance intra-utérine et la maturation des poumons. Afin d’identifier la fonction 
physiologique de Erk4, nous avons inactivé le gène Mapk4 chez la souris. Ce chapitre traite 
de la caractérisation du phénotype des souris Erk4-déficientes et de la redondance 
fonctionnelle entre Erk4 et Erk3 in vivo. Je suis le premier auteur de cet article. J’ai généré 
les souris Erk4-déficientes et le trois-quart des résultats de l’article. Je suis également la 
principale rédactrice de l’article.  
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ABSTRACT 
 
Erk4 and Erk3 are atypical members of the mitogen-activated protein (MAP) kinase 
family. The high sequence identity of Erk4 and Erk3 proteins and the similar organization 
of their genes imply that the two protein kinases are paralogs. Recently, we have shown 
that Erk3 function is essential for neonatal survival and critical for the establishment of 
fetal growth potential and pulmonary function. To investigate the specific function of Erk4, 
we have generated mice with a targeted disruption of the Mapk4 gene. We show that Erk4-
deficient mice are viable, fertile and exhibit no gross morphological anomalies. Loss of 
Erk4 is not compensated by changes in Erk3 expression during embryogenesis or in adult 
tissues. Importantly, we found that additional loss of Erk4 does not exacerbate the fetal 
growth restriction and pulmonary immaturity phenotypes of Erk3-/- mice, and does not 
compromise the viability of Erk3+/- neonates. Our analysis indicates that the MAP kinase 
Erk4 is dispensable for mouse embryogenesis and reveals that Erk3 has acquired 
specialized and essential functions that are not shared by Erk4. 
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INTRODUCTION 
 
Mitogen-activated protein (MAP) kinases are core components of evolutionarily 
conserved signaling pathways that play a key role in eukaryotic signal transduction. These 
enzymes process information from a wide variety of extracellular stimuli and cellular 
perturbations to control multiple physiological processes required to maintain normal 
cellular and tissue homeostasis (3, 5, 9, 17, 26). The MAP kinase family is composed of 
seven distinct subfamilies in mammals: Erk1/Erk2, Jnk1/2/3, p38α/β/δ/γ, Erk5, Erk3/Erk4, 
Nlk and Erk7 (3). Among these, Erk4 remains the least characterized member of the family. 
 
Erk4 (originally known as p63mapk) is a 70-kDa protein kinase that is most closely 
related to the MAP kinase Erk3, with 73% amino acid identity within the kinase catalytic 
domain (1, 7). In addition to their kinase domain located at the N-terminus, the two proteins 
contain a noncatalytic C-terminal region of unknown function. The first 150 residues of the 
C-terminal extension display nearly 50% identity between the two kinases, whereas the 
extreme C-terminus diverges both in length and in sequence. Erk4 and Erk3 also contain a 
single phospho-acceptor site (SEG) in the activation loop and the unique sequence SPR 
instead of APE in subdomain VIII of the kinase domain, two features that distinguish them 
from other MAP kinases. At the genomic level, the genes encoding Erk4 (Mapk4) and Erk3 
(Mapk6) share a similar organization of exon/intron boundaries, suggesting that they arose 
by duplication of a common ancestor (23). All these observations imply that Erk4 and Erk3 
are true paralogous proteins. 
 
The cellular and physiological functions of Erk4 remain to be defined. Erk4 and 
Erk3 have a more restricted substrate specificity than conventional MAP kinases like 
Erk1/2, Jnk or p38, and their only substrate identified to date is the MAP kinase-activated 
protein kinase MK5 (6, 21, 22). Little is known either about the upstream signals that 
control the expression and/or activity of the two kinases. In a recent study, we have 
reported the phenotype of Erk3-deficient mice (12). Loss of Erk3 function leads to 
intrauterine growth restriction, associated with delayed lung maturation and early neonatal 
lethality. These findings indicate that Erk3 exerts specialized functions in certain tissues or, 
alternatively, that Erk3 and Erk4 display tissue-specific patterns of expression. To 
investigate the specific function of Erk4 and to further characterize the role of Erk3/Erk4 
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MAP kinase subfamily in mouse development, we generated mice with a disruption of the 
Mapk4 gene. We show that Erk4-deficient mice are viable, fertile and develop normally. 
The absence of Erk4 is not compensated by changes in Erk3 expression and the additional 
loss of Erk4 in Erk3-deficient embryos does not accentuate Erk3 phenotypes. Our results 
suggest that Erk3 and Erk4 paralogs have evolved specific functions and reveal that Erk3 
plays a more prominent role in mouse embryogenesis. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Targeting strategy and generation of Mapk4-deficient mice 
The targeted region of the Mapk4 gene was isolated from a mouse 129Sv genomic library 
in λGEM12 bacteriophage. Identification of positive clones was done by plaque 
purification using a 32P-labeled probe derived from exon 2 of Mapk4 (MIG2444559). 
Homologous genomic fragments of 3.5 kb and 2.5 kb flanking exon 2 (encoding amino 
acids 1 to 182) were amplified by PCR with the following primers: forward, 5’-
CCGGAATTCCTTCAAGAAACTCCAGCTC-3’ and reverse, 5’-
CCGGAATTCTCAGCCATTGTTGCCTCAG-3’ (5’ fragment); forward, 5’-
CGGACTAGTGGGTGTCTTCATCATCCTCTC-3’ and reverse 5’-
CGGACTAGTCCTACTAAGAGGAGTGGCAG-3’ (3’ fragment), respectively. The two 
genomic fragments were subcloned into pBluescript vector. Exon 2 coding sequence was 
replaced by the green fluorescent protein (GFP) reporter gene containing a polyadenylation 
signal and inserted in frame at the initiation codon of Erk4. The neomycin (Neo) resistance 
cassette was inserted 3’ of the GFP gene. The targeting vector was linearized by Not I 
digestion and electroporated in R1 embryonic stem (ES) cells (14). ES cells clones that 
underwent homologous recombination at the Mapk4 locus were identified by Southern blot 
analysis (see below). Two correctly targeted ES clones (117 and 148) were injected into 
C57BL/6 blastocyst-stage embryos. Chimeric males were bred with C57BL/6 female mice, 
and germ line transmission was confirmed by Southern blot analysis. F1 heterozygotes 
were intercrossed to generate homozygous mutant animals. 
 
Genotyping of ES cells and mice 
For screening of ES cells, genomic DNA was digested with KpnI and the recombinant 
allele was identified by Southern blot analysis using a 5’ external probe amplified by PCR 
using the following primers: forward, 5’-ATGTGACTCAGCTGCTTG-3’ and reverse 5’-
CTCAGAACTCCGGTGAGT-3’. The presence of the mutated allele was confirmed by the 
appearance of a 6.8-kb fragment.  
 
Mice were genotyped by PCR. The presence of the wild type allele was confirmed by 
amplification of a 689-bp fragment containing exon 2 coding region using the following 
primers: forward, 5'-TTGACTTCCAACCCCTTGGC-3' and reverse 5'-
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ATTGGCCAAAGGCATGTGGC-3'. The mutated allele was identified by amplification of 
a 422-bp fragment specific to the GFP gene using the following primers: forward, 5'-
TCTTCTTCAAGGACGACGGC-3' and reverse 5'-CTTGTACAGCTCGTCCATGC-3'.  
 
Animal husbandry 
Animals were housed under pathogen-free conditions according to the procedures and 
protocols approved by the Université de Montréal Institutional Animal Care Committee. 
For breeding, heterozygous males and females in mixed C57BL/6x129/Sv background 
were intercrossed. The beginning of gestation (E0.5) was confirmed by the presence of a 
vaginal plug. Animals were sacrificed by CO2 euthanasia. Embryos were removed by 
caesarean section.  
 
Histology analysis 
Tissues from E18.5 embryos and 8-week-old adult mice were fixed overnight in 10% 
formalin, embedded in paraffin and sectioned at 5-µm thickness. Tissue sections were 
stained using conventional hematoxylin/eosin protocol. Lung sections were also stained 
with periodic acid-Schiff (PAS). For quantitative morphometric analysis, PAS-positive 
cells, tissue area and saccular airspace were measured with the Image ProPlus software on 
10 randomly selected micrographs. 
 
Antibodies and immunoblotting analysis 
Antibodies were from the following sources: polyclonal anti-Erk3 (4067, Cell Signaling 
Technology); polyclonal anti-GFP (G8965-05-1, US Biological); and polyclonal anti-
GAPDH (sc-25778, Santa Cruz Biotechnology). Polyclonal antibody to the C-terminus of 
Erk4 has been described (6). 
 
For immunoblotting analysis, proteins were extracted by homogenization of 8-week-old 
mouse tissues as previously described (24). Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were 
prepared from E14.5 embryos as described (22). Lysate proteins (200  g) were resolved by 
SDS-gel electrophoresis and transferred onto Hybond-C nitrocellulose membranes. The 
membranes were immunoblotted with anti-Erk3 (1:750), anti-Erk4 (1:1000), anti-GFP 
(1:500) and anti-GAPDH (1:1000) primary antibodies.  Immunoreactive bands were 
detected by enhanced chemiluminescence.  
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RNA extraction and quantitative RT-PCR  
Total RNA from embryos at different developmental stages was extracted by homogenizing 
the whole embryo in RLT buffer, and subsequently purified using the RNeasy kit (Qiagen) 
according to the manufacturer’s specification. Integrity of the RNA was confirmed by 
analysis with the Agilent 2100 Bioanalyzer using the Eukaryote Total RNA Nano assay. 
RNA was reverse transcribed using the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied 
Biosystems) with random primers. Real-time PCR amplification was detected using the 
ABI PRISM® 7900HT Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems). Mapk4 
transcription was monitored using the following primers: forward, 5’-
GGACGTCAACAGTGAAGCCATTGA-3’ and reverse, 5’-
TCGATCTCGTCCTCAATGCGGAAA-3’, with internal probe 5’-
TCAGCATCCTTACATGAGCCCGTACT-3’. Mapk6 expression was monitored using the 
primers: forward, 5’-AACGACATGACTGAGCCACACAGA-3’ and reverse, 5’-
TGTAAGGATGGGAAAGGGCTTCCT-3’, with internal probe 5’ 
ATCAGCCGAGAAGCACTGGATTTCCT-3’. All reactions were runned in triplicate and 
the average values were used for quantification. Hypoxanthine guanine phosphoribosyl 
transferase (HPRT) was used as endogenous control. Real-time PCR efficiencies were 
calculated for each gene with the Roche LC480 system: the values were 1.8791 for Mapk4, 
1.8825 for Mapk6 and 2.1435 for HPRT. The PCR efficiency for each gene was taken into 
consideration for calculation of the relative expression ratio as described by Pfaafl and 
Roche Diagnostics mathematical models (18). 
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RESULTS 
 
Generation of Erk4-deficient mice 
 
To inactivate the Mapk4 gene encoding Erk4, we deleted the genomic sequence 
coding for amino acids 1 to 182 in exon 2 by inserting the GFP gene in frame with the 
initiation codon. Replacement of exon 2 by the GFP reporter gene containing a stop codon 
and a polyadenylation signal is predicted to generate a null allele (Fig. 1A). To identify the 
mutated allele, we inserted a KpnI restriction site in the targeting vector to generate a new 
fragment of 6.8 kb upon digestion. Two correctly targeted ES clones (Fig. 1B) were 
independently injected into blastocysts to generate chimeric mice. Both clones transmitted 
the mutant allele to the germline and were used to generate heterozygous and homozygous 
Mapk4 mutant mice (Fig. 1C). Western blot analysis confirmed that no Erk4 protein 
expression was detectable in extracts of Erk4-/- MEFs prepared from litters of heterozygous 
intercrosses (Fig. 1D). 
 
          
FIG. 1. Generation of Erk4-deficient mice. (A) Schematic representation of the Mapk4 locus, targeting 
vector and mutated allele. Exons 1 to 6 are represented. Light boxes correspond to UTR regions and dark 
boxes to coding regions. The targeting vector carries a neomycin resistance gene (Neo) and the GFP reporter 
gene fused in frame with the Mapk4 coding sequence initiation codon. A KpnI restriction site was inserted in 
the GFP gene to facilitate identification of the mutated allele. Restriction sites shown are: K, KpnI; B, 
BamHI; E, EcoRI. (B) Southern blot analysis of KpnI-digested genomic DNA from two correctly targeted ES 
clones indicating the wild type (9.8 kb) and mutant allele (6.8 kb). (C) PCR analysis of genomic DNA from 3-
week-old Erk4+/- intercross progeny. (D) Immunoblot analysis of Erk4 protein expression in total cell extracts 
of Erk4+/+ and Erk4-/- MEFs.  
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Erk4-deficient mice are viable, fertile and exhibit no gross physiological abnormalities 
 
Genotype analysis of the offspring from crosses of Erk4+/- mice confirmed the 
presence of viable Erk4-deficient mice at weaning (Fig. 1C). To determine whether loss of 
Erk4 has any incidence on mouse viability, we analyzed the genotype distribution of Erk4+/- 
intercross progeny generated from the two different ES clones. Inheritance of the mutated 
allele at the expected Mendelian frequency (Table 1) confirmed the absence of embryonic 
or neonatal lethality in Erk4 mutant progeny. Erk4-deficient male and female mice were 
similarly distributed in the progeny (Table 1) and found to be fertile, as indicated by their 
ability to generate litters of normal size (data not shown).  
 
                   
 
Gross examination of Erk4-/- mice revealed no obvious growth defect or 
morphological anomalies compared to wild type littermates. Likewise, a complete 
histopathological analysis did not reveal any structural abnormality in mutant mice (Table 
2). These results show that Erk4 is dispensable for embryonic and postnatal development. 
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Loss of Erk4 is not compensated by changes in Erk3 expression 
 
Erk4 is a paralog of Erk3, and both kinases are co-expressed in brain, lung, kidney 
and other tissues during mouse embryogenesis (11). Given the absence of phenotype in 
Erk4 null mice, we evaluated the possibility that loss of Erk4 could be compensated by 
changes in Erk3 expression. We first measured expression of Erk3 and Erk4 transcripts 
during embryonic development by quantitative RT-PCR. Erk3 mRNA level in whole 
embryos was the highest at E11.5 (Fig. 2A), as previously shown by Northern blot analysis 
(24).  Interestingly, the Erk4 gene displayed a similar temporal expression pattern with a 
marked upregulation at E11.5 (Fig. 2A). We next measured the expression levels of Erk3 
mRNA in Erk4-deficient embryos. When compared to wild type animals, no increase in 
Erk3 mRNA levels was detected in Erk4-/- embryos at any embryonic day (Fig. 2B).  
 
 
 
FIG. 2. Erk3 mRNA expression does not compensate for loss of Erk4 during mouse embryogenesis. 
Total RNA was extracted from Erk4+/+ and Erk4-/- whole embryo littermates at different embryonic stages. 
Expression of Erk4 and Erk3 mRNA was analyzed by quantitative RT-PCR. (A) Expression of Erk3 and Erk4 
mRNA during embryonic development. Results are expressed relative to mRNA expression at E9.5. (B) 
Expression of Erk3 mRNA in Erk4-/- embryos (black bars) relative to its expression in Erk4+/+ embryos (gray 
bars) at the corresponding embryonic days (E9.5 to E18.5). 
 
 
We further analyzed the expression of Erk3 and Erk4 proteins in various adult 
mouse tissues by immunoblot analysis. We found that Erk4 protein is expressed at the 
highest level in the brain and at lower levels in all other tissues studied as shown by 
immunoreactivity to anti-Erk4 antibody in Erk4+/+ mice or to anti-GFP antibody in Erk4-/- 
mice (Fig. 3, lower panels). Erk3 protein was detected in most tissues of wild type mice 
(Fig. 3, upper panel) in accordance with our previous data showing a broad expression 
pattern of Erk3 at the mRNA level (24). When we measured Erk3 protein levels in tissues 
of Erk4-/- mice, we observed no change in Erk3 expression as compared to Erk4+/+ tissues 
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(Fig. 3). Together, these results suggest that loss of Erk4 is not compensated by changes in 
Erk3 expression during embryonic development or adult life in mice. 
 
 
FIG. 3. Erk3 protein expression does not compensate for loss of Erk4 in adult mouse tissues. Total 
proteins were extracted by homogenization of whole tissues from 8-week-old Erk4+/+ and Erk4-/- littermates, 
and equal amounts of proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis. Expression of Erk3, Erk4 and GFP 
protein was analyzed by immunoblotting with specific antibodies. Cellular extracts of Erk3+/+ and Erk3-/- 
MEFs were used as control to show the specificity of Erk3 antibody.  
 
Loss of Erk4 function does not accentuate Erk3-deficient mouse phenotypes 
 
To address the question of functional redundancy between Erk4 and Erk3 during 
embryogenesis, we sought to determine whether loss of Erk4 accentuates the phenotypes of 
Erk3-deficient mice. As reported, inactivation of Erk3 in mice leads to neonatal lethality. 
Erk3-deficient mice display significant growth restriction at birth with a reduction (25-
40%) of fetal lung, heart and liver weight (12). In addition, Erk3 null mice exhibit a lung 
maturation defect characterized by decreased saccular space and increased glycogen 
content of type II pneumocytes (12). To evaluate the contribution of Erk4 to these 
phenotypes, we first measured the body weight as well as the weight of the heart and the 
lung in the progeny of Erk4+/- intercrosses at E18.5. No reduction in body weight or 
decrease in fetal heart and lung weights was observed in Erk4-/- embryos when compared to 
their wild type littermates (Figs. 4A and 4B). To investigate a possible lung maturation 
defect, we quantitatively measured the lung saccular space and glycogen content of type II 
pneumocytes in Erk4+/- intercross progeny at E18.5. Histological analysis of 
hematoxylin/eosin-stained lung sections revealed normal saccular space in Erk4-/- animals 
(Figs. 4C and 4D). By staining lung sections with PAS, we found no difference in 
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intracellular glycogen content of type II pneumocytes between wild type and Erk4 mutants 
(Figs. 4C and 4E). These results indicate that loss of Erk4 does not alter intrauterine growth 
and lung maturation, and suggest that Erk3 exerts specific functions in these tissues during 
embryogenesis.   
 
 
 
FIG. 4. Loss of Erk4 does not affect intrauterine growth or lung maturation. (A) Body, heart and lung 
weights of E18.5 Erk4+/+ and Erk4-/- littermate embryos. The mean weight ± SEM is indicated for each 
genotype. Body weight:  Erk4+/+, 1.19 ± 0.02 g (n=25); Erk4-/-, 1.25 ± 0.01 g (n=22). Heart weight: Erk4+/+, 
0.0096 ± 0.0008 g (n=5); Erk4-/-, 0.0098 ± 0.0002 g (n=11). Lung weight: Erk4+/+, 0.047 ± 0.005 g (n=5); 
Erk4-/-, 0.046 ± 0.002 g (n=11). (B) Representative photographs of embryos, heart and lung from wild type 
and Erk4-/- embryos at E18.5. (C) Representative photographs of lung sections from E18.5 Erk4+/+ and Erk4-/- 
embryos stained with hematoxylin and eosin (HE) or periodic acid-Schiff (PAS). Arrows indicate cytoplasmic 
glycogen. Magnification, x40. Quantification of PAS staining (D) and lung saccular airspace (E) in Erk4+/+ 
and Erk4-/- embryos at E18.5 (n=3). 
 
 
To further test the genetic interaction between Erk3 and Erk4 during embryonic 
development, we next sought to determine whether additional loss of Erk4 in Erk3-/- mice 
accentuates Erk3 phenotypes. To address this question, we first repeated the growth and 
lung maturation analyses in Erk3+/- and Erk4-/-;Erk3+/- intercross progeny at E18.5. Since 
loss of Erk4 has no effect on fetal growth or lung maturation, we intercrossed Erk4-/-;Erk3+/- 
mice instead of Erk4+/-;Erk3+/- animals in order to increase the frequency of Erk4-/-;Erk3-/- 
embryos in each litter. When we compared Erk3-/- and Erk4-/-;Erk3-/- embryos, we found 
that additional loss of Erk4 did not further decrease the body weight of Erk3-deficient mice: 
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Erk3-/-, 0.96 ± 0.03 g versus Erk4-/-Erk3-/-, 0.95 ± 0.02 g (Fig. 5). The reduction of body 
weight in Erk4-/-;Erk3-/- (17%) was similar to that observed in Erk3-/- embryos (16%) when 
compared to their respective controls (Fig. 5).  
 
                            
 
FIG. 5. Additional loss of Erk4 does not accentuate Erk3 intrauterine growth restriction phenotype. 
Body weight of E18.5 Erk3+/+, Erk3-/-, Erk4-/-;Erk3+/+ and Erk4-/-;Erk3-/- embryos. The mean body weight ± 
SEM is indicated for each genotype: Erk3+/+, 1.15 ± 0.02 g (n=22); Erk3-/-, 0.96 ± 0.03 g (n=15); Erk4-/-
;Erk3+/+, 1.14 ± 0.02 g (n=10); Erk4-/-;Erk3 -/-, 0.95 ± 0.02 g (n=24). *p < 0.001.  
 
 
We next evaluated the pulmonary immaturity phenotype in E18.5 embryos. We 
observed a similar decrease in saccular space between double Erk4/Erk3-deficient mice 
(40%) and Erk3-deficient mice (32%) (Figs. 6A and 6B). In addition, the increase in the 
number of type II pneumocytes containing cytoplasmic glycogen granules was not 
accentuated in Erk4-/-;Erk3-/- embryos (2.2-fold) as compared to Erk3-/- embryos (2.6-fold) 
(Figs. 6A and 6C). Together, these results strongly suggest that intrauterine growth 
restriction and lung maturation defect are solely due to Erk3 inactivation.  
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FIG. 6. Additional loss of Erk4 does not aggravate the pulmonary immaturity phenotype of Erk3 
mutant mice. (A) Representative photographs of lung sections from E18.5 Erk3+/+, Erk3-/-, Erk4-/-;Erk3+/+ and 
Erk4-/-;Erk3-/- embryos stained with HE or PAS. Arrows indicate cytoplasmic glycogen. Magnification, x40. 
Quantification of lung saccular airspace (B) and PAS staining (C) in Erk3+/+, Erk3-/-, Erk4-/-;Erk3+/+ and Erk4-/-
;Erk3-/- embryos at E18.5 (n=5-7). *p < 0.05, **p < 0.001.  
 
 
Finally, to determine whether additional loss of Erk4 in Erk3+/- mice may have some 
incidence on Erk3+/- mouse viability and could mimic Erk3-/- lethal phenotype, we analyzed 
the genotype distribution of Erk4+/-;Erk3+/- intercross progeny. Additional loss of one or 
two alleles of Erk4 did not increase the prevalence of Erk3+/- mouse lethality as confirmed 
by the presence of Erk4-/-;Erk3+/- mice (15%) at the expected Mendelian frequency 
considering the lethality of Erk3-/- mice (16.7%) (Table 3). Thus, Erk4 is dispensable for 
mouse embryogenesis and loss of Erk4 has no impact on the known physiological functions 
of Erk3.  
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DISCUSSION 
 
Erk4 and Erk3 are atypical members of the MAP kinase family. Despite their 
identification more than fifteen years ago, the signaling events that control their activity and 
their physiological functions remain poorly understood. The similar organization of the 
Mapk4 and Mapk6 genes and the high sequence identity of their protein products led us to 
infer that Erk4 and Erk3 are paralogous proteins (3, 23). Paralogs refer to genes in the same 
organism that evolved by gene duplication (13). By definition, paralogous proteins 
experience low evolutionary pressure and their specificity eventually diverges leading to 
the acquisition of specialized functions. Recently, we have reported that loss of Erk3 leads 
to intrauterine growth restriction, delayed lung maturation and neonatal death within the 
first day of life (12). To investigate the specific physiological function of Erk4, we have 
generated mice with a targeted disruption of the Mapk4 gene. Unlike its paralog Erk3, 
inactivation of Erk4 results in no obvious phenotypic alteration. Erk4-deficient mice are 
found at the expected Mendelian frequency, they are viable, fertile and display no gross 
physiological abnormality. 
 
Although paralogy is associated with functional diversification, paralogs may also 
retain ancestral functions due to gene dosage effects. One consequence of this genetic 
redundancy is an increase in genetic robustness against null mutations (8). Functional 
redundancy of gene duplicates is widespread and is often cited to account for the absence of 
phenotype in mouse mutants. The inactivation of the MyoD and Myf5 genes involved in 
myogenesis is a classical example of functional compensation by paralog genes. Indeed, 
loss of MyoD or Myf5 has no impact on muscle development (2, 19) whereas inactivation 
of both genes results in a complete absence of skeletal muscles (20). The overlapping 
pattern of Erk4 and Erk3 expression in tissues of the developing mouse embryo (11) is 
consistent with the idea that the two kinases may exert some redundant functions. To ask 
whether Erk4 and Erk3 functionally overlap, we analyzed the phenotype of compound 
mutant mice. Our results indicate that Erk4 and Erk3 do not exhibit genetic interactions 
under the controlled physiological conditions tested in this study. First, Erk3 mRNA levels 
are not upregulated in tissues of Erk4-deficient mice. Second, Erk4 inactivation does not 
aggravate the fetal growth and lung maturation phenotypes of Erk3 mutant mice. Third, 
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loss of Erk4 does not lead to neonatal lethality of Erk3+/- mice and no additional phenotype 
is observed in mice lacking both Erk4 and Erk3 kinases. 
 
Phenotypic differences of paralog-deficient mice are a good indication of 
specialized functions in vivo, but inactivation of both genes is required to fully address the 
question. For example, inactivation of Erk1 does not result in any developmental defect 
(16) whereas conditional inactivation of Erk2 in the neural crest results in craniofacial and 
conotruncal cardiac embryonic defects (15), suggesting that Erk1 and Erk2 exert non-
redundant functions in neural crest development.  However, additional mutation of Erk1 
revealed that Erk2 neural crest-derived phenotypes are dose-dependently accentuated by the 
loss of Erk1 (15). Thus, the distinct phenotypes of Erk1 and Erk2 mutant mice is rather due 
to Erk2 compensation than to Erk2 specific function in neural crest development. The 
results presented here demonstrate that Erk3 has acquired specialized functions through 
evolutionary diversification. However, we cannot exclude the possibility that Erk3 and 
Erk4 may exhibit partial genetic redundancy under different environmental conditions or 
under cellular stresses. Further studies will be required to test this idea. 
 
Genetic studies in yeast have provided evidence that diversification of paralogs is 
often asymmetrical with one member of the gene pair acquiring more complex regulatory 
mechanisms and protein-protein interactions than the other (25). Despite their similarities, 
Erk3 and Erk4 show distinct structural and regulatory properties. First, Erk3 and Erk4 share 
73% amino acid identity in the kinase domain, but this similarity decreases to 31% in the 
C-terminal region with Erk3 having 137 additional amino acids. Second, Erk4 is a stable 
protein whereas Erk3 is unstable being constitutively degraded by the ubiquitin-proteasome 
pathway (1, 4, 11). Third, Erk3 and Erk4 exhibit distinct subcellular localization in various 
cell types (1, 10). From our analysis, we conclude that Erk3 has acquired more specialized 
and essential functions than its paralog Erk4 and that Erk4 is dispensable for mouse 
embryogenesis under normal physiological conditions. 
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4  Discussion  
4.1 Caractérisation du mécanisme d’activation de Erk3/4 
4.1.1 La boucle d’activation de Erk3/4 est phosphorylée en trans in vivo 
 
 L’activation des MAP kinases est dépendante de la phosphorylation de leur boucle 
d’activation. Chez les MAP kinases classiques, cette phosphorylation est assurée en trans 
par une autre kinase, elle-même régulée par phosphorylation. On ignore si ce mode de 
régulation contrôle également l’activité enzymatique des MAP kinases atypiques. Jusqu’à 
maintenant, aucune kinase activatrice de Erk7/8, Nlk et Erk3/4 n’a été identifiée.  
 
 La boucle d’activation de Erk3 et Erk4 est caractérisée par la présence d’un motif 
SEG au lieu du motif TXY, motif conservé parmi les MAP kinases classiques. Il y a de cela 
une quinzaine d’années, le groupe de M.H.Cobb a montré que la S189 de la boucle 
d’activation de Erk3 est phosphorylée in vivo. De plus, une kinase capable de phosphoryler 
cette sérine a été partiellement purifiée sans toutefois être caractérisée davantage (7, 8). 
Nous avons montré pour la première fois que la boucle d’activation de Erk4 est également 
phosphorylée in vivo. De plus, nous avons confirmé que la phosphorylation de la S189/S186 
de la boucle d’activation de Erk3/4 s’effectue en trans par une kinase endogène.  
 
 Nos résultats indiquent que la phosphorylation de la S186 de Erk4 dépend aussi de 
l’activité kinase de Erk4. Ainsi, contrairement à Erk3, la phosphorylation de la boucle 
d’activation de Erk4 semble être due en partie à une auto-phosphorylation. Erk7 est un 
autre exemple de MAP kinase atypique qui s’auto-phosphoryle sur sa boucle d’activation. 
D’ailleurs, la boucle d’activation de Erk7 est constitutivement phosphorylée in vivo et cette 
phosphorylation semble dépendre uniquement de l’activité kinase de Erk7 (1, 2). Dans 
certaines conditions, la MAP kinase classique p38 utilise également l’auto-phosphorylation 
comme mode d’activation alternatif. Par exemple, le groupe de J.D. Ashwell a montré que 
dans les lymphocytes T, la stimulation des récepteurs TCR (T-cell receptor) et l’activation 
de la kinase ZAP70 conduit à l’auto-phosphorylation de p38 sur sa boucle d’activation 
(T180GY182) (46). Cette auto-phosphorylation serait induite suite à la phophorylation de p38 
sur la Y323 par la kinase ZAP70 (46).  
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 Considérant que l’auto-phosphorylation de Erk4 puisse être le résultat d’une 
phosphorylation inter-moléculaire (en trans), nous ne pouvons exclure que la 
phosphorylation résiduelle observée sur la S186 du mutant catalytiquement inactif ne soit le 
résultat de l’activité de Erk4 endogène. D’ailleurs, le groupe de M. Gastel a montré que 
Erk4 peut former des homo-dimères et des hétéro-dimères avec Erk3, du moins en 
surexpression (27). L’expression d’un mutant catalytiquement inactif de Erk4 dans les 
MEFs Erk3-/-;Erk4-/- permettrait d’évaluer la contribution de l’activité de Erk4 et Erk3 sur la 
phosphorylation de la boucle d’activation de Erk4 et de confirmer ou d’infirmer qu’une 
autre kinase est responsable de cette phosphorylation. 
4.1.2 La phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4 n’est pas modulée par 
les stimuli classiques des MAP kinases   
 
 La boucle d’activation des MAP kinases classiques est rapidement phosphorylée (5-
15 min) en réponse à divers stimuli extra-cellulaires. Contrairement à ces dernières, la 
boucle d’activation de Erk3/4 est phosphorylée en absence de stimuli et cette 
phosphorylation n’est pas modulée de manière significative par les stimuli classiques des 
MAP kinases, dont le sérum, le PMA et le sorbitol. De plus, l’inhibition de plusieurs 
kinases telles que MEK1/2, de la PI3K (Phosphatidyl-inositol-3-OH kinase), de la PKC 
(Protein kinase C) et de la PKA (Protein kinase A) n’ont eu aucun effet significatif sur 
l’état de phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4.   
  
 Nos résultats suggèrent que la boucle d’activation de Erk3/4 est constitutivement 
phosphorylée in vivo. Il est également possible que cette phosphorylation représente un état 
basal et que dans certaines conditions, non identifiées à ce jour, cette phosphorylation soit 
modulable. Le premier cas impliquerait que la kinase de Erk3/4 soit constitutivement 
active. Bien que cette kinase ne soit pas encore identifiée, il existe plusieurs exemples de 
kinases qui ont une activité constitutive. La kinase CK2 (Casein kinase) (36) et CAK (Cdk-
activating kinase) (55) sont des kinases qui présentent cette caractéristique. D’ailleurs, 
CAK est la kinase responsable de la phosphorylation de la boucle d’activation des 
différentes Cdks tout au long de la progression du cycle cellulaire (26, 55). Dans le 
deuxième cas de figure, la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4 pourrait être 
le résultat de l’activité basale d’une kinase fortement exprimée. Par exemple, le groupe de 
 152 
M. Frodïn a montré que l’activité basale de Erk1/2 est responsable de près de 50% de la 
phosphorylation constitutive de RSK4 observée in vivo (12).  
 
 Considérant que la boucle d’activation de Erk3/4 est phosphorylée en absence de 
stimuli in vivo, il serait relativement facile d’identifier la kinase responsable de cette 
phosphorylation en criblant une banque de shRNA contre les 500 kinases du génome. Un 
anticorps phospho-spécifique contre la S189/S186 pourrait être utilisé afin de monitorer l’état 
de phosphorylation de la boucle d’activation. L’identification de cette kinase serait un atout 
majeur non seulement pour la caractérisation du mécanisme d’activation de Erk4 mais 
également pour l’identification de sa fonction.  
4.1.3 MK5 augmente indirectement la phosphorylation de la boucle  d’activation de 
Erk3/4  
 
 MK5 est le seul substrat de Erk3/4 identifié jusqu’à maintenant (3, 27, 47, 49). De 
manière surprenante, nous avons observé que la simple co-expression de MK5 et Erk3/4 
augmente la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4. Cette augmentation ne 
dépend ni de l’activité kinase de MK5 ni de l’auto-phosphorylation de Erk3/4, ce qui 
suggère fortement que MK5 accentue indirectement la phosphorylation de la S189/S186 en 
facilitant le recrutement et/ou l’activation d’une kinase cellulaire. Il serait intéressant de 
regarder le rôle de MK5 sur la phosphorylation basale de la boucle d’activation de Erk3/4 
en utilisant par exemple une approche de perte de fonction.  
 
  Le groupe de M. Gastel a montré que les niveaux de Erk3 sont sévèrement 
compromis dans les MEFs MK5-/-, suggérant que MK5 a un effet sur la stabilité et/ou 
l’expression de Erk3 (47). Parallèlement, il a été rapporté que MK2, un autre membre de 
cette famille de kinase, stabilise les niveaux protéiques de la MAP kinase p38 in vivo (32). 
Ainsi, il est possible que l’augmentation de la phosphorylation de la boucle d’activation 
soit en partie attribuable à l’effet de MK5 sur la stabilité de Erk3/4. En accord avec cette 
hypothèse, nous avons observé que l’expression de MK5 augmente légèrement les niveaux 
protéiques de Erk3/4. 
 
 Nous ne pouvons exclure que l’activité kinase de Erk3/4 endogène contribue à 
l’augmentation de la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4 ectopique. Il est 
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possible que l’expression de MK5 augmente les niveaux de Erk3/4 endogènes, facilite 
l’homo- ou l’hétéro-dimérisation entre Erk3/4 endogène et ectopique et ainsi, l’auto-
phosphorylation en trans. La phosphorylation de la boucle d’activation de mutants 
catalytiquement inactifs de Erk3/4 co-exprimés avec MK5 dans les MEFs Erk3-/-;Erk4-/- 
permettraient de tester cette possibilité. 
 
4.2 La phosphorylation de la S189/S186 de la boucle d’activation de Erk3/4 est requise 
pour la liaison, l’activation et la relocalisation subcellulaire de MK5 
 
 Pour la majorité des kinases, la phosphorylation de la boucle d’activation est 
importante pour l’activité enzymatique. Nous avons montré que la phosphorylation de la 
S189/S186 régule de manière positive l’activité kinase de Erk3/4. En effet, la mutation de ce 
résidu abolit complètement l’activation de MK5 in vivo. L’impact de cette phosphorylation 
sur l’activité enzymatique de Erk3/4 est également attribuable au fait que cette sérine joue 
un rôle primordial pour l’interaction stable kinase-substrat. Récemment, le groupe de O.M. 
Seternes a identifié un motif (FRIEDE) situé sur la boucle L16 de Erk3/4 qui est essentiel 
pour l’interaction entre Erk3/4 et MK5 et pour l’activation de MK5 (4). La cristallographie 
de Erk2 sous sa forme active et inactive révèle que la phosphorylation de la boucle 
d’activation induit un changement de conformation majeur au niveau de la boucle 
d’activation et de la boucle L16 (6). De plus, le groupe de M.H. Cobb a mis en évidence 
que la région exposée suite au changement de conformation de la boucle L16 est importante 
pour la dimérisation de Erk2 (28). De manière semblable, il est possible que la 
phosphorylation de la boucle d’activation de Erk3/4 induise un changement de 
conformation qui expose le motif FRIEDE situé sur la boucle L16 et permet ainsi 
l’interaction stable avec MK5. 
 
 En surexpression, MK5 est localisée majoritairement au noyau (48), tout comme 
Erk3 (25), alors que Erk4 est principalement localisée dans le cytoplasme (3). L’interaction 
entre Erk3/4 et MK5 entraîne l’accumulation du complexe au cytoplasme (3, 27, 47, 49). 
La relocalisation de MK5 est indépendante de l’activité enzymatique de l’une ou l’autre de 
ces kinases. En accord avec l’importance de la phosphorylation de la boucle d’activation de 
Erk3/4 pour la formation du complexe Erk3/4-MK5, nous avons montré que la mutation de 
la S189/S186 perturbe ce changement de localisation. 
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4.3 Erk4 et MK5 sont des kinases mutuelles 
 
 Le groupe de M. Gastel a montré que Erk4 est également un substrat de MK5 in 
vivo (27, 49), révélant ainsi une relation complexe entre ces deux kinases. En accord avec 
la fonction activatrice de Erk4, la phosphorylation de Erk4 par MK5 nécessite d’abord 
l’activation de MK5 par Erk4 (27). L’identité des résidus de Erk4 phosphorylés par MK5 
ne sont pas connus et nous ne connaissons pas non plus l’impact de cette phosphorylation. 
Lors de mes études doctorales, nous avons entamé l’identification de ces résidus. Dans un 
premier temps, nous avons effectué un marquage métabolique au 32P afin de déterminer 
l’identité des résidus phosphorylés par MK5 in vivo. L’analyse des cartes phospho-
peptidiques a révélé la présence de quatre nouveaux phospho-peptides, tous composés de 
résidus phospho-sérines, lorsque MK5 et Erk4 sont co-exprimées (FIG. 12.). 
 
 
FIG. 12. Erk4 est phosphorylée par MK5 in vivo sur des résidus sérines. 
Brièvement, suite au marquage métabolique avec du 32P, les phospho-peptides ont été générés par digestion 
tryptique de HA-Erk4 immunoprécipité à partir des lysats de cellule HEK 293 transfectées avec HA-Erk4 
seule ou avec MK5. Les phospho-peptides ont été séparés dans une première dimension par électrophorèse à 
pH 1.9, puis dans une deuxième dimension par chromatographie (TLC, Thin layer chromatographie). Quatres 
nouveaux phospho-peptides (numéroté de 1 à 4) ont été générés en présence de MK5. Ces différents phospho-
peptides ont été isolés puis soumis à une hydrolyse acide partielle avant que les résidus soient séparés dans 
une seule dimension par électrophorèse à pH 2,5. La phosphorylation a été détectée par auto-radiographie.  
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 La phosphorylation de Erk4 par MK5 est facilement détectable sur gel de 
polyacrylamide dénaturant puisque la forme hyper-phosphorylée de Erk4 montre un retard 
de motilité important. Nous avons profité de cette caractéristique pour comparer le profil de 
migration de différents mutants tronqués de Erk4 lorsque ceux-ci sont exprimés seuls ou 
avec MK5, afin de déterminer la localisation des résidus phosphorylés. Au préalable, nous 
nous sommes assurés que les différents mutants de délétion étaient phosphorylés sur la 
boucle d’activation et interagissaient toujours avec MK5.  
 
 La comparaison des différents profils de migration montre que la délétion des 222 
derniers acides aminés n’affecte pratiquement plus le profil de migration de Erk4 
lorsqu’exprimée avec MK5, indiquant ainsi que les résidus phosphorylés par MK5 sont 
principalement situés sur l’extrémité C-terminale de Erk4 en aval du résidus 365 (FIG. 13.).  
 
                  
FIG. 13. MK5 phosphoryle l’extrémité C-terminale de Erk4.MK5 phosphoryle 
l’extrémité C-terminale de Erk4. 
Les cellules HEK 293 ont été transfectées avec HA-Erk4 pleine longueur (FL) et deux mutants tronqués de 
Erk4 (1-396 et 1-365) seuls ou avec FLAG-MK5. La phosphorylation de Erk4 par MK5 est détectable par la 
présence d’une bande additionnelle de plus haut poids moléculaire (flèche). Les protéines ont été visualisées 
par Western-Blot. 
 
 
 En parallèle, nous avons utilisé une approche de spectrométrie de masse afin 
d’identifier la position des résidus phosphorylés par MK5. Pour ce faire, nous avons co-
exprimé Erk4 avec MK5 ou un mutant catalytiquement inactif de MK5, puis comparé les 
sites de phophorylation retrouvés sur Erk4. Ayant observé que les sites de phosphorylation 
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sont situés principalement sur l’extrémité C-terminale, nous avons concentré notre 
recherche sur les résidus phophorylés dans cette région.  
 
 Nous avons identifié quatre sites de phosphorylation sur Erk4, soit la sérine 386, la 
sérine 434, la sérine 508 et la sérine 521 (FIG. 14.). Cependant, la phosphorylation de ces 
résidus a également été détectée dans l’échantillon contenant Erk4 exprimée avec le mutant 
catalytiquement inactif de MK5. Ainsi, nous ne pouvons tirer aucune conclusion quant aux 
résidus spécifiquement phosphorylés par MK5. D’ailleurs, trois de ces résidus sérines (434, 
508, 521) sont suivis d’un résidu proline et se retrouvent ainsi dans un site consensus de 
phosphorylation pour les MAP kinases ainsi que pour les Cdks. De plus, basé sur la 
séquence consensus de phosphorylation pour MK5 (Hyd-X-R-X-L-pS/T), aucun résidu 
sérine ne se retrouve à l’intérieur de cette séquence. La séquence contenant la sérine 386 
possède cependant un résidu arginine, résidu critique à la position -3. Cette sérine pourrait 
potentiellement être phosphorylée par MK5.  D’ailleurs, ce résidu est conservé sur Erk3 et 
est également phosphorylé in vivo. Quoi qu’il en soit, notre analyse a permis d’identifier 
quatre nouveaux sites de phosphorylation sur Erk4 in vivo.  
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FIG. 14. L’extrémité C-terminale de Erk4 est phosphorylée sur quatre résidus sérine 
in vivo. 
A) Les cellules HEK 293 ont été transfectées avec FLAG-Erk4 et MK5 (WT) ou un mutant catalytiquement 
inactif de MK5 (KD). Les protéines ont été séparées sur gel de polyacrylamide dénaturant puis détectées par 
coloration d’argent. Brièvement, FLAG-Erk4 a été extraite du gel avant d’être soumis à une digestion 
tryptique. Les différents peptides ont été séparés par chromatographie liquide (LC) couplée à une 
spectrométrie de masse (MS) en tandem. B) Alignement des différents phospho-peptides identifiés par 
spectrométrie de masse sur la séquence de l’extrémité C-terminale de Erk4. Quatre résidus sérine ont été 
identifiés (vert). De ces résidus, la sérine 386 (encadré rouge) se retrouve dans une séquence consensus de 
phophorylation s’apparentant à celle pour MK5 (Hyd-X-R-X-L-pS/T. 
 
4.4 Caractérisation de la fonction physiologique de Erk4 
4.4.1 L’inactivation du gène Mapk4 murin ne révèle aucun phénotype apparent 
 
 Erk4 a été identifiée en 1994 (18). Depuis, cette MAP kinase a été très peu 
caractérisée et aucune fonction ne lui a été attribuée. Nous avons inactivé le gène Mapk4 
chez la souris afin d’étudier les phénotypes associés à la perte de Erk4 et ainsi, caractériser 
la fonction physiologique de Erk4.  
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 L’inactivation du gène Mapk4 murin n’entraîne aucun phénotype apparent dans des 
conditions physiologiques. Les souris Erk4-déficientes sont viables, fertiles et sont 
présentes dans une proportion Mendélienne. De plus, l’analyse histo-pathologique n’a 
révélé aucun défaut structural apparent.  
 
 MK5 est le seul substrat de Erk4 identifié jusqu’à maintenant. Bien que la fonction 
précise de MK5 ne soit pas encore connue, certaines données récentes suggèrent que MK5 
est impliquée dans le remodelage du cytosquelette d’actine et la migration cellulaire (16, 
31, 54). Par exemple le groupe de C.O. Joe a montré que la surexpression de MK5 est 
suffisante pour induire la migration cellulaire et que cet effet est dépendant de la 
phosphorylation de la boucle d’activation de MK5 (54). Il serait intéressant d’adresser le 
rôle de Erk4 dans la migration cellulaire. Ceci pourrait être fait par exemple en comparant 
l’index de migration des MEFs Erk4+/+ et Erk4-/-.  
 
 MK5 semble également jouer un rôle dans la suppression de tumeurs (52). Les 
souris MK5-déficientes traitées au DMBA développent des tumeurs de la peau plus 
précocement et ont un taux de survie beaucoup moins élevé que les souris de type sauvage 
(52). De plus, le groupe de Han a montré que MK5 est requise pour la sénescence induite 
par HA-RasV12 dans les fibroblastes murins et humains et que la perte de MK5 facilite la 
transformation de ces cellules (52). Le rôle de Erk4 dans la tumorigénèse est présentement 
à l’étude dans notre laboratoire. La susceptibilité des souris Erk4-déficientes à développer 
des tumeurs pulmonaires induites par l’uréthane est en cours. 
4.4.2 Erk4 et Erk3 exercent des fonctions non-redondante in vivo 
 
 Le degré élevé d’homologie entre Erk4 et Erk3 au niveau de la structure de la 
protéine et de l’organisation du gène suggère fortement que les gènes Mapk4 et Mapk6 sont 
des paralogues (10, 56). La redondance génétique entre gènes paralogues est l’une des 
raisons pour laquelle l’inactivation génique n’entraîne aucun phénotype. Ainsi, dû à un 
mécanisme de compensation, l’inactivation de certains gènes ne permet pas de révéler 
certaines fonctions protéiques. Par exemple, chez les MAP kinases, le rôle de Jnk1 et de 
Jnk2 dans le développement du tube neural n’a été établi que lorsque les deux gènes ont été 
inactivés simultanément chez la souris (33, 45).  
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 L’inactivation du gène MyoD et Myf5 impliqués dans la myogénèse est un autre 
exemple de redondance génétique entre deux paralogues. En effet, l’inactivation de l’un ou 
l’autre de ces gènes n’a pas d’impact sur le développement musculaire (5, 43), alors que 
l’inactivation des deux gènes entraîne une absence complète des muscles squelettiques (44). 
Chez les souris MyoD-déficientes, l’absence de MyoD entraîne une augmentation des 
niveaux d’expression de Myf5 dans les muscles squelettiques, ce qui pourrait expliquer 
pourquoi ces souris ne présentent aucune anomalie musculaire (43). Nous avons regardé si 
ce mécanisme de compensation pouvait expliquer l’absence de phénotype des souris Erk4-/-
. Notre analyse des profils d’expression de Erk3 au cours du développement embryonnaire 
et dans les tissus adultes indique que l’expression de Erk3 ne compense pas pour la perte de 
Erk4.  
  
 Dans notre laboratoire, Benjamin Turgeon a inactivé le gène Mapk6 murin. 
Contrairement aux souris Erk4-/-, les souris Erk3-/- meurent dans les premières 24 heures 
suivant la naissance et près de 40% de ces souris présentent une détresse respiratoire sévère 
entraînant la mort au cours des 30 premières minutes. La caractérisation du phénotype 
engendré par l’inactivation de Erk3 a révélé que ces animaux présentent un retard de 
croissance intra-utérin prononcé ainsi qu’un défaut de maturation pulmonaire (29). La 
différence de phénotype entre les souris Erk4-/- et Erk3-/- suggère que ces deux paralogues 
possèdent des fonctions spécifiques in vivo. Afin d’adresser la question de la redondance 
fonctionnelle entre Erk4 et Erk3, nous avons regardé si l’inactivation de Erk4 avait un 
impact sur la croissance intra-utérine et sur la maturation des poumons. Nos résultats 
indiquent que l’absence de Erk4 n’entraîne aucun des phénotypes associés à la perte de 
Erk3.  
 
 Dû à des mécanismes complexes de compensation, il arrive parfois que 
l’inactivation de gènes paralogues ayant conservé des fonctions redondantes engendre des 
phénotypes différents. Par exemple, les souris Erk1-/- ne présentent aucun défaut de 
développement (42), alors que l’inactivation conditionnelle de Erk2 dans la crête neurale 
entraîne une malformation crânio-faciale et conotruncale (39). Ceci suggère donc que Erk1 
et Erk2 exercent des fonctions non-redondantes in vivo. Cependant, l’inactivation 
additionnelle de Erk1 a révélé que les défauts observés chez les souris Erk2 conditionnelles 
sont accentués de manière dose-dépendante par la perte de Erk1 (39). Ainsi, la différence 
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de phénotype entre les souris Erk1-/- et les souris Erk2-/- conditionnelles est plutôt due à un 
mécanisme de compensation assuré par Erk2 que parce que Erk2 exerce des fonctions 
spécifiques dans le développement de la crête neurale. Afin de démontrer que Erk3 et Erk4 
ont des fonctions non-redondantes in vivo, nous avons regardé si l’inactivation 
additionnelle de Erk4 pouvait accentuer le phénotype des souris Erk3-déficientes. 
L’analyse des souris Erk3/Erk4-nulles a révélé que l’absence de Erk4 n’aggrave pas le 
retard de croissance intra-utérin et le défaut de maturation des poumons résultant de 
l’inactivation de Erk3. De plus, le fait que l’inactivation des deux allèles de Erk4 et d’un 
allèle de Erk3 ne cause pas de létalité embryonnaire indique que le phénotype de létalité 
des souris doubles mutantes est uniquement attribuable à la perte de Erk3. Mis ensemble, 
ces résultats viennent renforcer l’idée que Erk3 possède des fonctions spécifiques par 
rapport à Erk4. Cependant, ceux-ci n’excluent pas que dans certaines conditions, Erk4 et 
Erk3 aient des fonctions physiologiques redondantes. En effet, bien que l’impact 
fonctionnel de l’interaction entre Erk3/Erk4 et MK5 ne soit pas connu, ces deux kinases ont 
en commun d’activer et de relocaliser MK5 (3, 27, 47, 49).  
 
 Les gènes paralogues sont des gènes qui ont évolué suite à la duplication d’un gène 
ancestral commun (30). Bien que les gènes paralogues puissent conserver des fonctions 
redondantes, la duplication d’un gène est considérée comme un évènement majeur 
conduisant à la diversification génique. Après la duplication, les gènes paralogues vont 
traverser une période de sélection naturelle permissive durant laquelle les deux gènes vont 
subir différentes mutations (9, 14, 19, 40). Éventuellement, les caractéristiques des deux 
gènes vont diverger, ce qui va entraîner l’acquisition de fonctions physiologiques 
spécifiques à chacun. 
 
 Quelques modèles ont été proposés pour expliquer la diversification des gènes, dont 
la sub-fonctionnalisation. Par définition, la sub-fonctionnalisation est le partage des 
fonctions d’un gène ancestral entre deux gènes paralogues (14). Ce partage peut se faire au 
niveau de la fonction du gène, mais également au niveau du profil d’expression du gène 
ancestral (14, 19). Ainsi, deux gènes paralogues peuvent avoir des fonctions physiologiques 
spécifiques découlant du fait qu’ils présentent des profils d’expression spatio-temporels 
différents. L’analyse du profil d’expression de Erk3 et Erk4 dans les tissus adultes murins 
indique que Erk4 est principalement exprimée dans le cerveau, alors que l’expression de 
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Erk3 est ubiquitaire. Cette distinction pourrait ainsi expliquer que ces deux paralogues 
peuvent avoir des fonctions physiologiques différentes. 
 
 La diversification fonctionnelle des gènes paralogues, due à une néo-
fonctionnalisation (nouvelle fonction) et/ou à une sub-fonctionnalisation est généralement 
considérée comme étant le résultat d’une divergence symétrique qui affecte de manière 
équivalente les deux gènes. Cependant, certaines évidences laissent suggérer que les gènes 
paralogues peuvent diverger de manière asymétrique suite à la duplication. En analysant 
conjointement des données génétiques et biochimiques obtenues chez la levure, A. Wagner 
a constaté que l’un des gènes paralogues acquière souvent des interactions protéines-
protéines et un mécanisme de régulation plus complexe (58). Ainsi, les gènes paralogues 
pourraient avoir des fonctions spécifiques parce qu’ils ont divergé de manière asymétrique. 
De manière intéressante, malgré la grande similitude entre Erk4 et Erk3, ces deux kinases 
présentent également des différences importantes au niveau de leur structure et de leur 
régulation. Premièrement, bien que Erk4 et Erk3 partagent 73% d’identité protéique au 
niveau du domaine kinase, le degré d’homologie au niveau de l’extension C-terminale n’est 
que de 31%. Erk3 possède d’ailleurs 137 acides aminés additionnels par rapport à Erk4. 
Deuxièmement, Erk4 est une protéine stable alors que Erk3 est instable dû à sa dégradation 
constitutive par le système ubiquitine-protéasome (3, 11, 27). Troisièmement, Erk4 et Erk3 
présentent une localisation sub-cellulaire distincte dans plusieurs types cellulaires différents 
(3, 25).  
 
 L’inactivation de gène Mapk4 a permis de révéler que contrairement à son 
paralogue Erk3, Erk4 n’est pas essentielle au développement murin dans des conditions 
physiologiques. De plus, nos résultats suggèrent fortement que la différence de phénotype 
entre les souris Erk4- et Erk3-déficientes n’est pas due à mécanisme de compensation 
assuré par Erk3. Finalement, notre étude a permis de montrer que Erk4 et Erk3 ont du 
moins certaines fonctions physiologiques non-redondantes in vivo. 
4.4.3 Erk4 pourrait avoir un rôle à jouer dans les comportements associés aux 
troubles de l’humeur 
 
Puisque le cerveau est l’organe où l’expression de Erk4 est la plus forte, nous avons, 
en collaboration avec le laboratoire du Dr. Nicolas Cermakian, analysé l’impact de 
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l’inactivation de Erk4 sur le comportement des souris. De manière intéressante, le groupe 
de U. Moens a montré que les souris transgéniques exprimant une forme constitutivement 
active de MK5 ont un comportement moins anxieux (17). Ainsi, aux niveaux 
physiologiques, il est possible que dans certaines conditions de stress, l’activation de MK5 
permette d’atténuer la réponse cellulaire conduisant à des comportements de type anxieux 
et que cette activation soit dépendante de Erk4.  
 
Nous avons donc dans un premier temps soumis les souris Erk4-nulles aux tests du 
“Elevated plus maze” et Thatcher-Britten afin de mesurer les comportements de type 
anxieux. Les souris ont une aversion des espaces ouverts et ont plutôt tendance à éviter de 
s’y retrouver. Les deux tests sont basés sur cette aversion. Le premier test se fait sur une 
plateforme surélevée en forme de croix constituée de deux bras fermés et deux bras ouverts. 
Le temps que passent les souris dans les bras ouverts est enregistré. Une augmentation du 
temps passé dans cette zone indique que les souris présentent une diminution des 
comportements de type anxieux. Pour le deuxième test, les souris sont privées de nourriture 
pendant 24h puis placées sur une grande plateforme sur laquelle, en plein milieu, a été 
déposé de la nourriture. La souris est alors confrontée entre l’aversion des espaces ouverts 
et le besoin de se nourrir. Le temps que prends la souris à décider d’aller se nourrir est alors 
mesuré. Une diminution du temps que prend la souris à faire son choix est un indicatif 
d’une diminution des comportements de type anxieux. Lors de ces deux tests, les résultats 
obtenus indiquent que les souris Erk4-/- ont une tendance à avoir moins de comportements 
de type anxieux (FIG. 15.). Cependant, la différence observée entre les souris Erk4-/- et les 
souris contrôles n’est pas significative. Considérant la possibilité que l’activité de MK5 
puisse atténuer les comportements de type anxieux et que cette activation puisse être 
dépendante de Erk4, on se serait attendu à ce que les souris Erk4-/- présentent davantage de 
comportements de type anxieux. Bien que nos résultats ne soient concluants, les souris 
Erk4 ont tendance à avoir un comportement inverse. 
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FIG. 15. Résultats des tests de comportements de type anxieux chez les souris Erk4-/-. 
A) Elevated plus maze. Représentation du temps passé dans les bras ouvert. B) Thatcher-Britten. 
Représentation du temps que prend la souris (latence) avant de surmonter son aversion des l’espaces ouverts 
et d’aller se nourrir. s(seconde). Une cohorte de 5 animaux par génotype a été utilisée pour les deux tests.  
 
 
Dans un deuxième temps, les souris Erk4-/- ont été soumises au test de la nage 
forcée. Ce test consiste à mettre les souris dans un bocal d’eau pendant 6 minutes et à 
mesurer pendant les 4 dernières minutes le temps d’immobilité. Cette mesure représente la 
résignation des souris face à un stress, ce qui est un indicatif d’une augmentation des 
comportements de type dépressif. Lors de ce test, le temps d’immobilité des souris Erk4-/- 
par rapport aux souris contrôles est significativement plus élevé (FIG. 16.), suggérant que 
les souris Erk4-/- présentent une augmentation des comportements de type dépressif. 
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FIG. 16. Les souris Erk4-/- présentent une  augmentation des comportements de type 
dépressif. 
Test de la nage forcée. Le temps d’immobilité des souris est mesuré pendant 4 minutes. Une cohorte de 5 
animaux par génotype a été utilisée. s(seconde). p< 0.01. 
 
 Ce résultat est fort intéressant et méritera qu’on s’y attarde davantage. La 
sérotonine joue un rôle majeur dans le contrôle des comportements associés aux troubles de 
l’humeur, mais également dans les fonctions cardio-vasculaires et le contrôle de la 
respiration (21, 24, 34). Il serait donc très judicieux de mesurer les niveaux de sérotonine 
chez les souris Erk4-/-. De plus, il serait intéressant de regarder si Erk4 est exprimée dans 
certains neurones du noyau de Raphé situé dans le tronc cérébral. Ces neurones sont 
impliqués dans la synthèse et la sécrétion de la sérotonine au niveau du système nerveux 
central (22, 24). Considérant que la sérotonine joue également un rôle dans le contrôle de la 
respiration, il est d’autant plus pertinent de pousser cette étude puisque Erk3 est également 
exprimé dans le cerveau et que les souris Erk3-nulles présentent une détresse respiratoire 
marquée qui ne dépend pas seulement d’un problème de maturation du poumon (29). 
 
Il est important pour valider ces résultats de s’assurer que les souris ne présentent 
pas de problèmes au niveau de l’activité locomotrice et de la coordination motrice. Les 
résultats de ces tests n’ont révélé aucune anomalie à ce niveau chez les souris Erk4-/-.   
4.4.4 Les souris Erk4-/- : un modèle expérimental d’une grande valeur 
 
 Les modèles animaux sont des outils précieux pour étudier les mécanismes 
impliqués dans plusieurs pathologies comme le cancer (15, 59), les maladies neuro-
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dégénératives (35, 50), l’obésité et le diabète (38, 51). Le rôle de Erk4 dans plusieurs 
pathologies pourrait être adressé à l’aide de notre modèle animal. 
 
 Les souris Erk4-/- pourraient par exemple être soumises à une diète riche en gras 
afin de déterminer si elles sont sujettes à devenir obèses et à développer une résistance à 
l’insuline. Plusieurs approches différentes peuvent être utilisées afin d’évaluer 
l’homéostasie du glucose in vivo (20). Ainsi, la résistance à l’insuline pourrait également 
être évaluée en mesurant les niveaux de glucose sanguin à différents temps suite à une 
injection de glucose dans la cavité intra-péritonéale des souris. 
 
 Les souris Erk4-/- pourraient également être intercroisées avec des souris 
transgéniques utilisées comme modèle d’étude de la tumorigénèse (15) afin d’évaluer le 
rôle de Erk4 dans le développement des tumeurs. Par exemple, les souris Erk4-nulles 
pourraient être intercroisées avec des souris dont l’expression conditionnelle dans le 
poumon de l’oncogène K-Ras (G12D) induit la formation d’adénocarcinomes (23). 
L’injection locale d’un vecteur rétroviral pourrait également être utilisé pour évaluer 
l’impact de la délétion de Erk4 sur le développement tumoral. Par exemple, l’injection d’un 
vecteur rétroviral codant pour une forme recombinante du PDGF permet d’induire des 
glioblastomes (57). De plus, considérant le rôle de MK5 dans la suppression de tumeur 
(52), il serait intéressant de générer des souris Erk4-/- ;MK5-/- afin de mesurer la 
susceptibilité de ces souris à développer des tumeurs induites par des agents carcinogènes. 
Parallèlement, les MEFs isolées des souris Erk4 -/- pourraient être utilisées afin d’évaluer la 
sénescence et la transformation induite par des oncogènes.  
 
 Considérant que Erk4 est exprimée dans le cœur, il serait également intéressant 
d’évaluer l’implication de Erk4 dans l’hypertrophie et le remodelage du ventricule gauche. 
Lors d’un infarctus du myocarde, le remodelage du ventricule gauche est un mécanisme de 
compensation qui permet de maintenir les fonctions cardiaques (53). Cependant, lorsque ce 
remodelage est trop important, il conduit éventuellement au disfonctionnement du 
ventricule et peut provoquer un arrêt cardiaque (41). Sur un modèle animal, l’infarctus du 
myocarde peut être provoqué par une procédure chirurgicale, l’occlusion de l’artère 
coronarienne descendante gauche (LAD), afin de générer une ischémie transitoire (37). 
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Cette technique pourrait être utilisée pour investiguer les fonctions de Erk4 dans les 
mécanismes d’adaptation et/ou de détérioration suite à un infarctus du myocarde.  
4.5 L’inactivation de l’activité kinase de Erk3 chez la souris révèle que Erk3 possède 
des fonctions qui sont indépendantes de son activité kinase. 
 
 Durant mes études doctorales, nous avons également généré des souris Erk3 
dépourvues d’activité catalytique (FIG. 17.). Lorsque nous avons entamé ce projet, nous 
voulions savoir si l’activité kinase de Erk3 était importante pour sa fonction. À l’époque, 
aucun substrat de Erk3 et Erk4 n’avait été identifié. De plus, nous avions des données qui 
suggéraient que l’effet négatif de Erk3 sur la prolifération ne dépendait pas de l’activité 
kinase mais plutôt de l’extension C-terminale de Erk3 (11, 25). Cette étude est devenue 
d’autant plus pertinente lorsque récemment, il a été montré que Erk3 pouvait également 
activer MK5, le seul substrat de Erk3/4 identifié à ce jour, de manière kinase-indépendante 
(47).  
 
 Afin de générer des souris exprimant une forme de Erk3 sans activité kinase 
(Erk3KA), nous avons muté par recombinaison homologue la région du gène Mapk6 codant 
pour les deux résidus lysines nécessaires à la liaison de l’ATP (FIG. 17. A et B). Nous 
avons identifié deux clones ES (Embryonic stem cell) (41-K3KA, 62-K3KA) dont la 
mutation a été insérée correctement au locus Mapk6 (FIG. 17. C et D). Le clone 62-K3KA 
a été utilisé afin de générer les souris hétérozygotes Erk3KA. Ces souris ont été inter-
croisées afin d’obtenir des souris homozygotes Erk3KA. Le génotypage des souris issues 
de ces inter-croisements a révélé la présence de souris homozygotes Erk3KA (FIG. 17. E).  
 
 Contrairement à l’inactivation complète de Erk3 (29), l’inactivation de l’activité 
kinase de Erk3 n’engendre pas la mort néo-natale des souriceaux démontrant ainsi que 
l’activité catalytique de Erk3 n’est pas essentielle pour le développement murin et par le 
fait même que Erk3 possède des fonctions kinase-indépendantes in vivo. Quelques 
évidences laissent suggérer que certaines MAP kinases ont également des fonctions 
indépendantes de leur activité kinase. Par exemple, le groupe de M. R. Rosner a montré que 
l’expression ectopique de Erk7 inhibe la prolifération cellulaire et que cet effet est 
indépendant de l’activité kinase (2). p38 pourrait également avoir certaines fonctions 
kinase-indépendantes. En effet, le groupe de X. Ye a montré que la déplétion de p38 par 
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siRNA inhibe la prolifération cellulaire et que l’expression d’un mutant catalytiquement 
inactif peut renverser cette inhibition (13) 
 
 
 
 
FIG. 17. Génération des souris exprimant une forme catalytiquement inactive de 
Erk3. 
 A) Représentation schématique du locus Mapk6 comprenant les exons 2 à 6. Le vecteur de ciblage comprend 
l’exon 2 contenant la mutation de la région codant pour les deux résidus lysines nécessaires à la liaison de 
l’ATP (K/A;K/A) ainsi qu’un gène de résistance à la néomycine afin de sélectionner les clones ES qui ont 
intégré le vecteur de ciblage par recombinaison homologue. Afin de vérifier que le vecteur a été inséré 
correctement au locus Mapk6, un site de digestion EcoRI et ScaI a également été ajouté. B) Représentation de 
la séquence nucléotidique et protéique de l’allèle WT et KA. Les nucléotides codants pour la Lys49 et la Lys50 
(KK) ont été mutés afin de générer des résidus alanines (AA). C) Identification des clones ES dont la 
mutation a été intégrée correctement au locus Mapk6 en 5’. La présence de l’allèle WT (9.1Kb) et KA (6.8kb) 
suite à une digestion EcoRI a été confirmée par Southern-Blot à l’aide d’une sonde dérivée de la séquence 
génomique en 5’ de l’exon 2 (sonde a). D) Identification des clones ES dont la mutation a été intégrée 
correctement au locus Mapk6 en 3’. La présence de l’allèle KA (9.5Kb) suite à une digestion ScaI a été 
confirmée par Southern-Blot à l’aide de la sonde dérivée de la séquence du gène de la néomycine (sonde b). 
E) Analyse du génotype des souris issues de l’inter-croisement des souris hétérozygotes Erk3KA. La présence 
des différents génotypes a été confirmée par PCR. 
 
 Les souris Erk3KA ont maintenant atteint l’âge adulte. Jusqu’à présent, ces souris 
ne présentent aucun phénotype apparent. L’analyse plus détaillée du phénotype des souris 
Erk3KA est présentement en cours.  
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CONCLUSION 
 
 Beaucoup d’efforts ont été consacrés afin de caractériser la fonction de la MAP 
kinase atypique Erk4. Nous avons abordé la question en utilisant deux approches, soit une 
approche biochimique et une approche génétique. Nos travaux ont permis de confirmer que 
la boucle d’activation de cette MAP kinase atypique est phosphorylée in vivo et que cette 
phosphorylation est importante pour l’activité kinase de Erk4. La caractérisation du 
mécanisme d’activation de Erk4 a permis de révéler que cette kinase échappe au mode de 
régulation conventionnel s’appliquant aux MAP kinases classiques. Nos résultats suggèrent 
également que la phosphorylation de la boucle d’activation de Erk4 est modulable et qu’il 
existe une “Erk3/4 kinase” dont le recrutement et/ou l’activation sont facilités par MK5. De 
plus, nous avons identifié quatre nouveaux sites de phosphorylation sur Erk4 in vivo soit les 
sérines 386, 434, 508 et 521. 
 
 L’inactivation du gène Mapk4 chez la souris n’a révélé aucun phénotype apparent 
dans des conditions physiologiques. Cependant, lorsque ces souris ont été confrontées à des 
situations stressantes, les tests de comportement ont permis de révéler que ces souris 
présentent une augmentation des comportements de type dépressif.  De plus, ce modèle 
nous a permis d’adresser la question de la redondance fonctionnelle entre Erk4 et Erk3. 
Notre étude a ainsi permis de révéler que Erk3 exerce des fonctions spécifiques in vivo et 
que ces fonctions ne sont pas redondantes avec celles de Erk4. Bien qu’il reste beaucoup à 
faire afin d’identifier la fonction de Erk4, nos travaux ont permis de caractériser davantage 
cette MAP kinase atypique et de générer un modèle animal qui pourra servir pour la suite 
de cette quête…   
 
 Parallèlement, nous avons généré des souris Erk3 dépourvues d’activité catalytique, 
ce qui nous a permis de montrer que l’activité kinase de Erk3 n’est pas essentielle pour le 
développement murin et par le fait même, que Erk3 possède des fonctions in vivo qui ne 
dépendent pas de son activité kinase.  
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